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Os canais de sódio dependentes de voltagem (CSDV) possuem um papel importante 
para a regulação da excitabilidade neuronal. Os CSDV SCN1A, SCN2A, SCN3A, e 
SCN8A, são principalmente expressos no sistema nervoso central. As mutações nos 
genes SCN1A, SCN2A, SCN3A e SCN8A estão associadas a alterações 
neuromusculares, instabilidade emocional, retardo cognitivo e epilepsia. Os 
distúrbios do sono são geralmente associados as crises epilépticas e a instabilidade 
emocional, assim neste estudo propôs-se a caracterização da arquitetura do sono 
basal e após 6 horas de privação total de sono em animais com mutação no gene 
Scn8a. Também se propôs a avaliação dos comportamento de ansiedade, de 
depressão e de memória, bem como determinar os níveis de corticosterona no início 
das fases claro e escura. Adicionalmente, caracterizou-se o padrão do sono e da 
vigília em um modelo animal de epilepsia generalizada com crises febris (do inglês, 
GEFS+, Generalized Epilepsy with Febrile Seizures Plus), que possuem a mutação 
R1648H no gene Scn1a ortólogo em camundongos. No primeiro estudo, 
demonstrou-se que os animais heterozigotos com mutação no gene Scn8a 
(Scn8amed-jo/+, Scn8amed/+ e Scn8a8J/+) possuíam complexos espícula-onda 
característicos da crise de ausência. No segundo estudo, demonstrou-se que os 
animais Scn8amed-jo/+ apresentam um tempo maior do sono de ondas lentas, uma 
prolongada diminuição do sono paradoxal, uma diminuição dos níveis de 
corticosterona e melhora de memória espacial em relação aos controles. Por último, 
o terceiro estudo concluiu que o modelo animal da epilepsia humana GEFS+ 
apresenta uma arquitetura de sono similar aos controles durante o período basal e 
rebote. Esses dados sugerem que o gene Scn8a pode ser um gene candidato à 
epilepsia de ausência em humanos, que os CSDV codificados pelo gene Scn8a 
possui papel importante no ciclo vigília-sono e que a sua regulação pelos CSDV 
pode ser especificamente dirigida a um subtipo de CSDV. Em conclusão, estes 
estudos ampliam o espectro de fenótipos associados com mutações nos genes 
Scn8a e Scn1a.  




Voltage-gated sodium channels (VGSC) play a critical role in the regulation of 
neuronal excitability. Four VGSC, namely SCN1A, SCN2A, SCN3A, and SCN8A, are 
primarily expressed in the central nervous system. Mutations in SCN1A, SCN2A, 
SCN3A, and SCN8A are associated neuromuscular disorders, emotional instability, 
cognitive delay, and epilepsy. Since epilepsy and emotional instability are often 
correlated with sleep disorders, we proposed to characterize the baseline sleep 
pattern as well as the sleep rebound following 6-hours of sleep deprivation in an 
animal with a missense mutation in the Scn8a gene (Scn8amed-jo/+). We also 
proposed to examine the anxiety, depression, and memory behavior responses, as 
well as to identify the corticosterone levels at the beginning of the light and dark 
phases. Additionally, we proposed to evaluate the sleep and wake cycle in an animal 
model of generalized epilepsy with febrile seizures plus (GEFS+), which shows the 
mutation R1648H in the orthologous Scn1a gene in mice. In the first study, we 
characterized the absence seizure phenotype of Scn8amed-jo/+ and two other Scn8a 
mutants (Scn8amed/+ and Scn8a8J/+). In the second study, we showed that compared 
to the wild-type littermates, the Scn8amed-jo/+ mutants experience more non-REM 
sleep, a chronic impairment of REM sleep generation and quantity, a lowered and 
flattened diurnal rhythm of corticosterone levels, and improvement of spatial memory. 
Finally, in the third study, we determined that the animal model of GEFS+ shows 
unaltered sleep pattern during baseline recording as well as during sleep rebound. 
These studies suggest that the Scn8a may be an attractive candidate gene for 
common human absence epilepsy, and also suggest a role of Scn8a sodium channel 
function in the sleep-wake cycle. Since no sleep abnormalities were observed in the 
animal model of GEFS+, it also suggest that the regulation of sleep architecture by 
VGSC appears to be subtype-specific. In conclusion, the studies shown extended the 
spectrum of phenotypes associated with mutations in Scn8a and Scn1a genes. 
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As pesquisas sobre as síndromes epiléticas procuram entender como 
as crises são iniciadas e propagadas durante certas condições fisiológicas, 
especificamente, procuram entender quais são os fatores endógenos que 
influenciam a facilitação das crises epilépticas durante o sono e a vigília. Esta tese 
procurou caracterizar a arquitetura do ciclo vigília-sono em animais com mutações 
genéticas que possuem crises epilépticas espontâneas e recorrentes.  
 
1.1. Aspectos gerais da epilepsia 
Segundo a Liga Brasileira de Epilepsia, aproximadamente 2% da 
população dos países em desenvolvimento apresentam o quadro clínico de 
epilepsia, sendo que no Brasil existem, aproximadamente, mais de 3 milhões de 
pessoas sofrendo desta doença (1,2). O termo epilepsia decorre da propensão de um 
indivíduo apresentar duas ou mais crises epilépticas espontâneas e recorrentes, as 
quais são provocadas por descargas neuronais excessivas e sincrônicas no cérebro, 
estando elas, geralmente, associadas às alterações motoras, cognitivas, psíquicas 
e/ou autonômicas (3). O fenótipo de cada crise epiléptica é determinado pela região 
de origem da hiperexcitabilidade neuronal e pelo grau de propagação no cérebro. 
Estabeleceu-se por convenção que, para o diagnóstico apropriado da epilepsia, o 
paciente deve sofrer, no mínimo, duas crises epiléticas espontâneas (4).  
Os diferentes tipos de epilepsia são classificados em parciais ou focais, 
generalizadas ou de diagnóstico indeterminado (5,6). As epilepsias parciais são 
subdivididas em idiopáticas (ex. epilepsia benigna da infância com espícula centro-
temporal) e sintomáticas (ex. epilepsia do lobo frontal, epilepsia do temporal). As 
crises epilépticas parciais são eventos que refletem uma alteração temporária no 
disparo de um conjunto de neurônios de uma ou mais regiões do encéfalo. A 
localização do foco da hiperexcitabilidade neuronal determina a sua manifestação 
clínica. Assim, os movimentos repetitivos de mordidas nos lábios e na língua 
derivam de uma disfunção do lobo temporal anterior; as crises com comportamentos 
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complexos autonômicos estão associadas a uma alteração do disparo neuronal nos 
lobos temporal e no temporal anteromedial; e as crises com alucinações visuais com 
formações de imagens estão relacionadas à disfunção do lobo temporal posterior; e 
as crises com dormência muscular localizada estão associadas às alterações 
neuronais no lobo parietal e no córtex sensorial (4).  
As epilepsias generalizadas são classificadas como idiopáticas (ex. 
epilepsia de ausência); sintomática (ex. síndrome de Lennox-Gastaut); sintomáticas 
de etiologia inespecífica (ex. encefalopatia mioclônica precoce) ou específicas 
(crises epilépticas que acabam por agravar outras doenças). As crises generalizadas 
são alterações neuronais de áreas mais extensas que envolvem os dois hemisférios 
cerebrais, podendo debilitar a consciência e causar alterações motoras bilaterais 
desde o seu início. Elas são geralmente causadas por mutações genéticas ou 
alterações metabólicas, sendo classificadas como crises generalizadas primárias 
quando, desde o seu início, há o envolvimento bilateral cerebral. Além disto, podem 
ser classificadas de crises generalizadas secundárias quando o seu início é 
localizado, havendo a subsequente dispersão para ambos os hemisférios 
cerebrais (2,4,5).   
As epilepsias de diagnóstico indeterminado, que podem ser focais ou 
generalizadas, estão geralmente presentes no período infantil (ex. epilepsia com 
espícula-onda lenta contínua durante o sono non rapid eye movements (NREM). As 
semelhanças em relação ao tipo de crise, à idade de início, as alterações 
neurológicas associadas aos sinais clínicos, à história familiar e às observações via 
registros eletroencefalográficos (EEG), são importantes para a apropriada 
classificação da epilepsia (4,5). Muitos indivíduos apresentam crises epiléticas durante 
o período de sono, portanto, o diagnóstico mais preciso para classificar a crise 
epiléptica surgiu com o advento dos registros EEG. 
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1.2. Ocorrência de crises epilépticas durante o ciclo vigília-sono 
Nos mamíferos, o sono está subdividido em duas fases que podem ser 
detectadas durante o registro EEG: o sono NREM e o REM (do inglês – rapid eye 
movements). O registro EEG, nos humanos, reflete a atividade integrada de milhões 
de neurônios localizados no córtex cerebral durante os potenciais de ação (7-9). O 
sono REM é caracterizado por movimentos rápidos nos olhos e atonia muscular. 
Durante o registro EEG, observam-se ondas de alta frequência e de baixas voltagem 
e amplitude. O sono REM é também denominado de sono dessincronizado (10,11). O 
sono NREM é subdividido em quatro diferentes estágios que correspondem ao 
aumento da intensidade do sono. Durante o registro EEG observa-se uma 
progressiva dominância de um sinal de baixa frequência e de altas voltagem e 
amplitude (10). O sono NREM é também chamado de sono sincronizado. Durante o 
estágio I há o predomínio de ondas do tipo α. O estágio II é caracterizado por fusos 
e complexos K (Figura 1). Os estágios III e IV possuem ondas de alta amplitude 
denominadas de ondas delta. O sono NREM e o REM alternam-se durante 
aproximados quatro a cinco ciclos de sono que ocorrem durante a noite. No começo 
da noite e especialmente durante o primeiro ciclo, o sono NREM é predominante e 
ocupa muito tempo do sono, enquanto o sono REM ocupa pouco tempo. No decorrer 
da noite, o tempo de sono profundo característico do sono NREM diminui e o sono 
















Figura 1. Representação dos diferentes tipos de ondas eletrofisiológicas características dos 
diferentes estágios do sono e da vigília, observados durante um registro 
eletroencefalográfico (Painel A). O painel B mostra as mudanças dos diferentes estágios de 
sono durante uma noite. O sono REM está representado nos traçados vermelhos (11). 
 
 
Os primeiros relatos sobre a relação entre as crises epilépticas durante 
o ciclo vigília-sono basearam-se nas observações de pacientes com epilepsia que 
estavam internados. Observou-se que aproximadamente 2/3 das crises epilépticas 
desses pacientes ocorriam das 20 horas às 8 horas, tendo também verificado que 
um insuficiente tempo total de sono parecia facilitar para o desenvolvimento das 
crises epilépticas (12). A associação entre o ritmo circadiano e o desencadeamento 
das crises epilépticas passou, em função dessas constatações, a ser tema de 
pesquisa nos estudos subsequentes. 
Em um estudo com 850 pacientes, observou-se que 21% dos pacientes 
tinham crises epilépticas exclusivamente durante a noite, 42% durante o dia e 37% 
em ambos os períodos (13). Notou-se, também, que as crises noturnas ocorriam 
preferencialmente no final do período de sono, das 5 às 6 horas, e com menos 
frequência durante as duas primeiras horas após o início do sono. Já as crises 
diurnas ocorriam concentradas durante as primeiras horas da manhã ou ao decair 
da tarde. Estas observações sugeriram que os picos de ocorrência das crises 
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estavam relacionados aos estados transitórios do início do período de sono e da 
vigília (14).  
Décadas após os primeiros relatos, Janz (15), em um estudo com 2.825 
pacientes, relatou que a prevalência da ocorrência da epilepsia generalizada tônica-
clônica foi de 44% durante a fase de sono, 33% durante o estado de vigília, e que 
23% das crises aconteciam ao acaso. Este estudo influenciou a classificação das 
epilepsias com crises durante o período de sono, como a com espícula-onda lenta 
contínua durante o sono NREM, a do lobo frontal,  a benigna focal da infância com 
espículas-onda de localização centro-temporal e, também, a síndrome de Lennox-
Gastaut. O estudo também auxiliou a classificar as síndromes epilépticas com crise 
durante o estado de vigília, como as mioclônicas e as de ausência. Um estudo 
realizado com 600 pacientes com crises epilépticas parciais relatou que, 43% destas 
ocorriam durante o período de sono, sendo 23% durante o estágio I do sono NREM 
e 68% durante o estágio II, não tendo sido observada nenhuma crise durante o sono 
REM (16). Os trabalhos posteriores, realizados com o monitoramento dos registros 
EEG associados a câmeras com vídeos, corroboraram essas observações prévias. 
Em um estudo realizado por Gibbs e Gibbs (17) observaram que, entre 
500 pacientes com epilepsia, 36% dos disparos epileptiformes interictais, disparos 
estes observados durante o registro do EEG como ondas em forma de agulha que 
ocorrem entre as crises epilépticas, foram observados durante o estágio de vigília e 
82% durante o sono. Os autores também notaram que os pacientes que sofriam 
uma crise epiléptica de origem em apenas um foco durante a vigília, progrediam 
para crises epilépticas em focos adicionais durante o período de sono.  
O sono NREM ativa os disparos epileptiformes interictais nas epilepsias 
parciais (18,19), pois as espículas intensificam-se em quantidade após o início do sono 
e apresentam intensa atividade durante o estágio III do sono NREM e consequente 
diminuição na sua frequência durante o sono REM (19). De acordo com os estudos 
relatados, os disparos neuronais sincrônicos durante o sono NREM facilitam o 
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desenvolvimento de crises epilépticas, enquanto o ritmo neuronal dessincronizado 
durante o sono REM confere um efeito antagônico, pois oferece resistência à 
propagação das crises epilépticas. 
Contudo, ainda são necessários estudos para o melhor entendimento 
de quais são os fatores endógenos presentes durante o sono NREM que facilitam o 
surgimento das crises epilépticas e em contraste, quais são os determinantes 
fisiológicos presentes no sono REM que influenciam na resistência às crises 
epilépticas.  
 
1.3. Organização do sono nos pacientes com epilepsia 
Uma variedade de alterações na arquitetura do sono foi relatada nos 
pacientes com epilepsia, entre as quais se incluíram o aumento da latência para o 
início de sono REM, o decréscimo da percentagem do sono REM com a redução do 
seu tempo total, o aumento da fragmentação de sono e das transições entre os 
estágios do sono (20). Os pacientes com epilepsia dos lobos temporal e frontal tinham 
um aumento do tempo total dos estágios I e II, uma diminuição do tempo total do 
estágio III do sono NREM, e um aumento significativo da fragmentação do sono, o 
qual era representado por um maior número de despertares (21). Os pacientes com 
epilepsia do lobo temporal tinham uma redução significativa do tempo total do sono 
REM nas noites após a crise epiléptica diurna. Esta redução tornava-se mais 
acentuada nas noites em que a crise se iniciava durante o sono NREM. Além disso, 
havia uma supressão ainda maior do tempo total do sono REM nas noites em que as 
crises epilépticas precediam o primeiro estágio de sono REM (22). Nos pacientes com 
epilepsias idiopáticas generalizadas em que as crises se iniciavam durante o período 
de sono, também como nos com epilepsia parcial, observou-se, durante o registro 
EEG, um aumento da latência do sono REM com a consequente redução do seu 
tempo total, um aumento do tempo dos estágios I e II do sono NREM e um aumento 
da fragmentação do sono (20,22). Já naqueles com crises de ausência, além de 
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sofrerem as alterações previamente relatadas, também tinham sonolência diurna (23). 
Os relatos descritos sugerem que a arquitetura de sono nos pacientes com epilepsia 
é instável. Esta instabilidade pode incitar a evolução de uma crise que, por sua vez, 
aumenta a fragmentação do sono, acarretando na diminuição de sua eficiência e 
facilitando o processo epiléptico. 
Alterações semelhantes no padrão de sono foram observadas nos 
modelos animais com epilepsia com crises de ausência (24,25), crises estas que são 
características de diversas epilepsias generalizadas idiopáticas (26). Embora os 
mecanismos pelos quais as síndromes epilépticas são iniciadas e propagadas ainda 
não terem sido elucidados, diversos estudos apresentam como ferramenta a 
experimentação em modelos animais com epilepsia. Os estudos são baseados na 
hipótese da contribuição dos diferentes sistemas neuronais para a geração e a 
propagação das crises. Algumas hipóteses residem no fato de que esses sistemas 
neuronais fazem parte das redes neuronais que compõem os mecanismos 
promotores de sono, uma vez que há uma associação entre as alterações no padrão 
do sono e a epilepsia.    
 
1.4. Mecanismos que influenciam o surgimento das crises epilépticas 
durante o sono 
Os roedores com predisposição genética para o desenvolvimento da 
crise de ausência como a GAERS (do inglês: Genetic Absence Epilepsy Rats from 
Strasbourg) e o WAG/Rij (do inglês: Wistar Albino Glaxo from Rijswijk), contribuem 
para um melhor entendimento da fisiopatologia dos mecanismos neuronais que 
envolvem a epilepsia (24,27). As crises de ausência são caracterizadas pelos disparos 
espontâneos de ondas na forma de espícula ou complexos espícula-onda (CEO), 
durante o registro eletrocorticográfico (ECoG)*. O fenótipo observado nos animais é 
                                                          
* A nomenclatura EEG refere-se aos registros eletroencefalográficos realizados nos humanos e a 
ECoG aos registros eletrocorticográficos realizados nos animais. 
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semelhante aos observados nos humanos, pois durante as crises observa-se a 
imobilidade muscular e as mioclonias faciais (24).  
A associação entre o sono e a epilepsia surgiu no final dos anos 60, 
quando Gloor (28) criou a teoria córtico-reticular para o surgimento das diversas 
oscilações neuronais que ocorrem durante o período do sono, as quais também 
contribuem para o surgimento dos CEO. Sabe-se que uma das características do 
sono superficial é o surgimento de fusos; similarmente aos fusos do sono, as 
espículas-onda também ocorrem durante o sono superficial e nos períodos de 
transição entre as fases do sono (29-31). As oscilações são produzidas nas redes 
cortico-talâmicas, as quais são formadas pelo neocórtex, o tálamo e o núcleo 
talâmico reticular (31). No entanto, estudos adicionais observaram que os fusos do 
sono são iniciados no tálamo (32,33), mas que o CEO se iniciam no córtex (34). Nos 
roedores WAG/Rij, os CEO são iniciados no córtex somatosensório (35) e, 
rapidamente, são distribuídos para outras estruturas cerebrais, espalhando-se pelas 
projeções descendentes, tornando-se generalizados (34). Esses estudos 
demonstraram que o córtex exerce um papel fundamental na geração dos CEO 
durante as crises de ausência e que os neurônios talâmicos contribuem para que a 
crise se torne generalizada.  
Após a identificação de que os pacientes e os modelos animais que 
sofriam da epilepsia de ausência possuíam alteração na arquitetura do sono, 
sugeriu-se a associação dessas crises com a insuficiência da sinalização dos 
mecanismos que promovem o sono (36). Sabe-se que um dos grupos neuronais 
envolvidos na geração e na manutenção do sono é coordenado via neurônios 
gabaérgicos, os quais promovem a inibição da vigília. Esses neurônios gabaérgicos 
se localizam em duas sub-regiões da área pré-óptica do hipotálamo: a área pré-
óptica ventrolateral (VLPO) e o núcleo pré-óptico mediano (MnPN) (37,38). Portanto, 
sugeriu-se que as alterações no funcionamento das populações neuronais da área 
pré-óptica contribuem diretamente para a geração dos CEO e as transições que 
ocorrem durante os diferente estágios do sono (36). Assim, o circuito talamocortical 
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participa das diferentes oscilações observadas durante o sono NREM e dos CEO. O 
estado alterado de disparo neuronal, gerado a partir do sistema talamocortical, pode 
ser observado a partir de uma hiperexcitabilidade neocortical (39) ou, também, pelo 
aumento da sincronização talâmica (40) causado por uma redução da 
neurotransmissão (41-46) ou por uma disfunção dos canais iônicos (47-49). No entanto, o 
mecanismo ritmogênico corticotalâmico é altamente controlado pelos grupos 
colinérgicos, monoaminérgicos e hipocretinérgicos/orexinérgicos, os quais afetam a 
excitabilidade e a frequência de disparo das células talamocorticais (50-52). 
Sugeriu-se que a disfunção do controle dos mecanismos que 
promovem a vigília via a alteração nos circuitos talamocorticais é, provavelmente, 
um dos mecanismos que promovem a geração dos CEO (53). Portanto, uma das 
hipóteses para a geração das crises de ausência poderia ser o funcionamento 
alterado dos grupos neuronais da região pré-óptica, que promovem o sono, 
causando essa alteração no sistema talamocortical (36).  
O estudo sobre a relação entre o sono e a epilepsia é complexo. Os 
núcleos e os sistemas neuronais envolvidos na transição entre os estados de vigília 
e sono, além dos relacionados nas transições entre os diferentes estágios do sono, 
estão associados à geração das crises epilépticas. Tal como citado, a disfunção dos 
canais iônicos parece favorecer a alteração da excitabilidade neuronal (47-49). 
Especificamente, os íons de sódio, que compõem os canais dependentes de 
voltagem localizados na superfície das membranas celulares dos neurônios e que 
exercem um papel fundamental no início e propagação dos potenciais de ação, 
quando alterados, participam dos processos patogênicos como a epilepsia. A 
participação do sono nos organismos vivos com disfunção nos canais de sódio 
dependentes de voltagem (CSDV) ainda não foi elucidada.    
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1.5. Participação dos genes que codificam os canais de sódio 
dependentes de voltagem nas doenças neurológicas 
A forte influência genética no quadro epilético foi, nos últimos anos, 
confirmada pelo mapeamento e pelo isolamento dos inúmeros genes causadores da 
epilepsia nos humanos e nos animais. 
Recentemente, observou-se que as mutações nos genes que codificam 
os CSDV eram os responsáveis por provocar uma alteração biofísica e/ou fisiológica 
dos mesmos, causando doenças neurológicas que, muitas vezes, são hereditárias. 
Estas doenças podem variar desde distúrbios neuromusculares como o tremor, a 
distonia e a ataxia (54), aos neurológicos como a epilepsia (55,56), e aos psiquiátricos 
verificados em indivíduos com distúrbios bipolares (57) ou suicidas (58). Os CSDV 
exercem a função de iniciar e de propagar os potenciais de ação dos neurônios do 
sistema nervoso central (SNC), sendo alvos importantes das drogas anti-epiléticas, 
pois a sua função influencia o limiar de disparo dos potenciais de ação.  
Os CSDV consistem-se de uma subunidade α e subunidades auxiliares 
β (β1-β4). Cada subunidade α tem aproximadamente 2000 aminoácidos e codifica 
uma proteína de 260 kD. A subunidade α é uma proteína transmembrânica 
composta por quatro repetições internas ou quatro domínios (D1-D4), cada um 
composto por seis segmentos transmembrânicos hidrofóbicos (S1-S6) cuja estrutura 
primaria é em α-hélice (Figura 2) (59). Uma sétima região hidrofóbica, a região P, que 
liga os segmentos S5 e S6, formando uma alça que penetra a membrana formando 
assim o poro do canal.  
Uma das principais características dos CSDV é a sua propriedade de 
ser altamente seletivos aos íons de sódio. A segunda característica dos CSDV, 
revelada a partir da análise das sequências dos aminoácidos, é que o segmento S4 
é estruturalmente semelhante nos CSDV de várias espécies distintas. Esta 
conservação evolutiva sugere que o segmento S4 é importante para a função do 
canal. De fato, o segmento S4 de cada domínio é o sensor de voltagem da proteína, 
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região responsável pela despolarização da membrana celular via uma alteração da 
estrutura da alça do poro do canal, levando este ao estado aberto (60). A ligação 
intracelular entre o segmento S6 do domínio D3 e o S1 do D4 forma a área de 
inativação do canal iônico. A permeabilidade iônica aumentada, resultante da ação 
desses canais iônicos, é bifásica, durante a despolarização há o aumento 
significativo da permeabilidade ao íon de sódio, o que gera o efeito antagônico de 
repolarização neuronal verificado com a diminuição da permeabilidade iônica. Esse 
comportamento bifásico está relacionado a dois diferentes tipos de processos que 
controlam a ação da função desses canais iônicos: a ativação que controla a 
permeabilidade iônica consequente da despolarização e a inativação que controla a 
permeabilidade iônica de repouso durante a polarização neuronal (60). O período 
refratário ocorre durante um breve período de hiperpolarização do potencial de 
membrana, e milissegundos adicionais são necessários para que o canal possa abrir 
e disparar o potencial de ação (60). As subunidades β podem interagir com a cauda 
citoplasmática da subunidade α para modular a cinética de inativação do canal, 
regular a densidade da membrana e a localização do canal, pois atuam como 











Figura 2. Ilustração da subunidade α do canal de voltagem de sódio. As subunidades α dos 
canais de voltagem de sódio são proteínas transmembrânicas. Os quatro domínios 
homólogos da subunidade α estão representados pelas cores laranja, azul, rosa e verde. Os 













I n t r o d u ç ã o  
13 
 
O genoma dos mamíferos apresenta quatro genes que codificam a 
subunidade α dos CSDV. São eles os genes SCN1A, SCN2A, SCN3A e SCN8A*, 
que codificam, respectivamente, as proteínas transmembrânicas Nav1.1, Nav1.2, 
Nav1.3 e Nav1.6. Estas proteínas estão principalmente expressas no SNC e variam 
quanto as suas localizações nos neurônios. A proteína Nav1.1 está localizada nos 
corpos celulares e nos dendritos dos neurônios (64). A Nav1.2 está localizada nos 
dendritos e axônios não-mielinizados (64,65) e a Nav1.3 nos corpos celulares dos 
neurônios (64). A proteína Nav1.6, a mais abundantemente expressa no SNC, 
localiza-se nos corpos celulares, nos dendritos, nos segmentos iniciais dos axônios 
e nos nodos de Ranvier (65-67). 
A importância do entendimento das mutações que ocorrem nos genes 
codificadores dos CSDV deve-se ao fato destas proteínas exercerem um papel 
essencial na excitabilidade neuronal. O advento da criação de animais 
geneticamente modificados promoveu um meio de se investigar as funções 
biológicas de um gene antes desconhecido. Além disso, proporcionou o teste de 
hipóteses sobre um gene já conhecido, possibilitando também a caracterização de 
um determinado subtipo de receptor para o qual ainda não há compostos seletivos 
que possam beneficiar o tratamento de determinada doença. As análises 
bioquímicas, fisiológicas, atômicas, patológicas e comportamentais, ajudam a 
entender as consequências que uma mutação específica em um gene pode causar 
em um organismo vivo.  
Existem três diferentes tipos de métodos para a geração de um animal 
transgênico: a introdução, a modificação e a inativação de um gene (68). No método 
da adição gênica, introduz-se no genoma do animal a ser estudado, uma ou mais 
cópias de um gene de interesse. A inserção dessa sequência no ácido 
desoxirribonucléico (DNA) do genoma do animal é aleatória, podendo ser ineficaz ou 
até mesmo letal, uma vez que o local onde o gene será integrado é incerto. Já na 
                                                          
* As nomenclaturas SCN1A, SCN2A, SCN3A e SCN8A referem-se aos genes descritos nos humanos 
e as Scn1a, Scn2a, Scn3a e Scn8a aos genes ortólogos descritos nos roedores.   
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metodologia da modificação genética dirigida, criam-se animais com alterações 
específicas e controladas. Esta técnica é denominada de dirigida pois é necessário o 
conhecimento da localização precisa do gene no genoma do animal. Ao saber a 
localização do gene, pode-se substituir o gene funcional por uma sequência alterada 
que, uma vez introduzida, inativa o gene endógeno original, gerando um animal 
conhecido como modelo nocaute (do inglês: knockout). Da mesma forma, é possível 
alterar uma pequena sequência do gene, gerando o assim o modelo knockin que 
produzirá uma proteína modificada em vez da proteína endógena naturalmente 
presente no animal. Nos modelos animais knockin, geralmente se observa um ganho 
de expressão das proteínas, gerando alterações de suas propriedades biofísicas 
e/ou conformacionais.    
A presente tese utilizou, como principal ferramenta de estudo, os 
modelos animais geneticamente modificados bem como os com mutações geradas 
espontaneamente nos genes que codificam os CSDV. Esses animais são modelos 
para estudo das causas, da progressão e dos sintomas de doenças neurológicas.   
 
1.6. Modelo animal com epilepsia generalizada e crises febris  
1.6.1. Modelo animal com a mutação pontual R1648H no gene 
Scn1a 
A epilepsia generalizada com crises febris (do inglês: Generalized 
Epilepsy with Febrile Seizure - GEFS+) é uma síndrome autossômica dominante 
associada a mutações no gene SCN1A. A maioria das síndromes epilépticas 
associadas a mutações no gene SCN1A é caracterizada pelo acentuado aumento da 
temperatura corporal dos indivíduos, sendo este um dos principais motivos 
desencadeadores das crises epilépticas. Escayg e colaboradores (55) foram os 
pioneiros na identificação das mutações relacionadas ao gene SCN1A que causam 
a GEFS+ (SCN1A-GEFS) nos humanos. Nestas mutações identificaram-se as 
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substituições pontuais dos aminoácidos arginina pela histidina (R1648H) e dos 
aminoácidos treonina pela metionina (T875M) no gene SCN1A (Figura 3) (55). Outra 
mutação causada pela substituição do aminoácido ácido aspártico pela tirosina 
(D1866Y) no mesmo gene SCN1A é também responsável pela ocorrência da 
GEFS+ (Figura 3) (69). Os membros das famílias com mutações SCN1A-GEFS 
também foram identificados como portadores de déficits neuropsiquiátricos e da 










Figura 3. Ilustração da subunidade α do canal de sódio dependente de voltagem. As 
mutações T875M, R1648H e D1866Y estão localizadas, respectivamente, no segmento S4 




O fenótipo dos membros familiares com a mutação R1648H em 
heterozigoze, possui uma gama de alterações fenotípicas que variam desde os 
indivíduos com crises epilépticas associadas somente a estados febris durante a 
infância, aos com crises generalizadas tônico-clônica não associadas a um estado 
febril ou não e aos com crises de ausência e mioclônicas (55). Estas variações na 
severidade fenotípica das crises epilépticas podem resultar da interação da mutação 
com genes modificadores e/ou pela influência ambiental.  
Para uma análise mais detalhada sobre as consequências que a 
mutação R1648H pode causar nos organismos, desenvolveu-se o modelo da 
doença humana GESF+ em camundongos, via a introdução da mesma mutação no 
gene Scn1a ortólogo ao humano, por meio da recombinação homóloga do loco 
Scn1a (72). Quando um fragmento do DNA genômico é introduzido numa célula de 
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um mamífero, ele pode se localizar e se recombinar com sequências homólogas 
endógenas. A especificidade do processo se dá pela introdução, no fragmento de 
DNA genômico de interesse, um vetor para a recombinação homóloga, o qual é 
desenhado para reconhecer a sequência de DNA do local específico onde o material 
genômico deve ser introduzido. Ao final deste procedimento, sabe-se que a 
introdução da sequência de DNA de interesse foi especificamente introduzida na 
sequência pré determinada. Assim, altera-se o material genético, in vitro, de uma 
célula embrionária pluripotente de uma linhagem animal com pelagem de coloração 
branca. Esta célula irá se multiplicar juntamente com o material de interesse 
introduzido (68). Consequentemente, estas células são, por meio de uma 
microinjeção, inseridas nos blastocistos derivados de um animal hospedeiro com 
pelagem de coloração preta. Estes blastocistos são transplantados para o útero de 
uma fêmea. Os animais que nasceram desta pseudo-gravidez são chamados de 
animais quiméricos, pois possuem pelagem mixa de cores. Estes animais são 
cruzados com os animais da linhagem hospedeira que, neste modelo, são de 
pelagem com coloração preta e que geralmente são animais pertencentes a 
linhagem na qual a mutação genômica de interesse deseja-se ser estudada (68). A 
detecção da mutação, nos animais descendentes, pode ser identificada por meio do 
método de reação em cadeia da polimerase (do inglês, PCR, polymerase chain 
reaction). Nesta reação, amplifica-se o DNA, da região de interesse, por meio de 
dois pares de primers. Os primers são sequência de aminoácidos construídos para a 
identificação da sequencia de aminoácidos que foram alteradas e inseridas no 
genoma do animal.      
As pesquisas conduzidas para a identificação dos possíveis fenótipos 
que o modelo animal possa apresentar foram realizadas em grupos que possuíam a 
mutação R1648H em ambos os alelos do gene Scn1a (animais Scn1aRH/RH ou 
homozigotos), em animais com a mutação R1648H em apenas um alelo do gene 
Scn1a (animais Scn1aRH/+ ou heterozigotos) e nos que não possuíam alteração no 
gene Scn1a e que nasciam da mesma ninhada que os homo e heterozigotos 
(animais Scn1a+/+ ou animais controles). 
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Os animais de ambos os grupos, tanto os homo quanto os 
heterozigóticos são similares até aproximadamente o 16º dia de vida. Após esta data 
iniciam-se, nos animais Scn1aRH/RH, as crises generalizadas espontâneas e 
recorrentes. O comportamento durante as crises é caracterizado por pulos altos, 
associados a repetitivas mioclonias em todos os membros e na cabeça. Geralmente, 
ao término das crises, os animais apresentam extensão difusa do tronco e das 
extremidades com consequente morte. Os animais homozigotos possuem tempo de 
vida reduzido, que varia aproximadamente de 16 a 26 dias após o nascimento 
(Figura 4). Durante o início de vida, os animais de ambos os grupos possuem um 
ganho de peso corporal similar. No entanto,  aproximadamente no 18º dia de vida, 
os animais Scn1aRH/RH sofrem uma média de 23% de redução de peso corporal em 
relação aos heterozigotos e aos controles (Figura 4). Com o início das crises 
epilépticas e com a progressiva perda de peso, os animais homozigotos tornam-se 
visualmente diferentes em relação aos heterozigotos (Figura 5). Os animais 
Scn1aRH/RH com 18 dias de vida e os Scn1aRH/+ com 5 meses de vida não 
apresentam alteração na morfologia cerebral, nem perda de densidade celular no 














Figura 4. Significativa perda de peso corporal observada nos animais Scn1aRH/RH  em 
relação aos Scn1aRH/+ e Scn1a+/+ (Painel A). A curva de sobrevivência (painel B) indica que 
os animais Scn1aRH/RH apresentam uma acentuada taxa de mortalidade após o 15º dia de 
vida em relação aos Scn1aRH/+ e Scn1a+/+ (72). 
 
 





























Figura 5. A perda de peso corporal é mais significativa nos animais homozigotos do que nos 
heterozigotos (fotos fornecidas pelo laboratório do Prof. Dr. Andrew Escayg, Departamento 
de Genética Humana, Emory University, EUA). 
 
O fenótipo das crises generalizadas espontâneas e recorrentes dos 
animais heterozigotos é similar aos dos homozigotos. No entanto, a sua frequência é 
significativamente inferior. Durante o registro ECoG, observa-se que as crises 
epilépticas afetam os dois hemisférios cerebrais e são caracterizadas por ondas na 
forma de espícula com uma amplitude maior (no mínimo 2 vezes mais) do que a das 
ondas basais. As crises ocorrem por aproximadamente 30 segundos, sendo 
acompanhadas por movimentos mioclônicos dos membros e com visíveis pulos. A 
crise generalizada é acompanhada por um período refratário com uma média de 60 
segundos (Figura 6C) (72).  






















Figura 6. Ilustração do registro eletrocorticográfico (ECoG) em animais Scn1a+/+ e Scn1aRH/+ . 
Para a aquisição do registro ECoG, dois eletrodos bipolares são colocados nos hemisférios 
direito (ECoG direito) e no esquerdo (ECoG esquerdo) do córtex do animal. Para a aquisição 
do registro eletromiográfico (EMG), dois eletrodos são colocados na região do pescoço do 
animal. A crise generalizada observada nos animais Scn1aRH/+ está representada entre as 
setas no painel C (72).    
 
 
Os estudos sobre os prováveis mecanismos pelos quais as crises 
generalizadas, espontâneas e recorrentes existem nos animais com a mutação 
R1648H no gene Scn1a, mostraram que há um decréscimo da amplitude do fluxo 
dos íons de sódio nos neurônios inibitórios bipolares corticais, pois observou-se que 
os interneurônios gabaérgicos exibem reduzida recuperação da fase de inativação 
do potencial de ação (72). Nenhuma alteração na excitabilidade dos neurônios 
piramidais presentes no córtex foi observada. Estas alterações observadas nas 
propriedades eletrofisiológicas dos CSDV provocam uma redução dos disparos dos 
potenciais de ação dos neurônios inibitórios, alterando assim toda a excitabilidade 
neuronal. Esta excitabilidade depende da ação direta dos neurônios inibitórios e 
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excitatórios para que os disparos não se tornem alterados, o que poderia 
desencadear um quadro patológico (72). 
Os neurônios bipolares e piramidais são um grupo heterogêneo de 
neurônios. A alteração nas propriedade eletrofisiológicas dos neurônios bipolares 
corticais, sugere que a proteína Nav1.1 codificada pelo gene Scn1a é expressa de 
modo diferente nos diversos tipos celulares.   
 
1.7. Modelos animais de alterações neuromusculares e comportamentais 
1.7.1. Animais com mutação expressa de forma recessiva no gene 
Scn8a possuem distonia, de tremor e de ataxia 
O gene Scn8a codifica as proteínas transmembrânicas Nav1.6. Estes 
CSDV, mais abundantemente expressos no SNC, estão localizado no corpos 
celulares, nos  dendritos, nos segmentos iniciais dos axônios e nos nodos de 
Ranvier dos neurônios periféricos e centrais (65,66,73). As proteínas Nav1.6 estão 
localizada nos diferentes tipos celulares, incluindo as células de Purkinje, os 
neurônios motores do tronco cerebral e a medula espinhal, os neurônios piramidais 
e granulares do hipocampo e do córtex, bem como as células gliais como os 
astrócitos e as células de Schwann (74). As propriedades das proteínas Nav1.6 fazem 
com que estas contribuam essencialmente para o disparo neuronal repetitivo e 
sustentado (4).  
Em uma família de humanos identificou-se que a perda da função do 
gene SCN8A podia acarretar alterações fenotípicas pois, quando o gene SCN8A 
deixou de ser expresso em somente um alelo (ou em heterozigoze), os indivíduos 
apresentaram instabilidade emocional, déficit cognitivo e ataxia (54). Outras possíveis 
funções do gene SCN8A parecem relacionar-se com o aumento da tentativa de 
suicídio (58) e com os transtornos bipolares (57).  
I n t r o d u ç ã o  
21 
 
Um efeito das disfunções relacionadas ao gene Scn8a e da 
excitabilidade neuronal tem sido observado em camundongos com mutações em 
diferentes localidades no gene Scn8a. A mutação Scn8amed-jo, uma substituição de 
uma base treonina para uma alanina no domínio III dos CSDV, provoca uma 
alteração positiva de 10 mV na voltagem da ativação das células de Purkinje (75). 
Essa mutação diminui a velocidade da despolarização do potencial de ação, 
retardando os disparos repetitivos dos potenciais de ação nas células de 
Purkinje (75). Nos animais heterozigotos com 50% de redução da expressão das 
proteínas Nav1.6 (Scn8a
med/+), observou-se uma redução do fluxo da corrente dos 
íons de sódio nas células piramidais do córtex pré-frontal (76), assim como da 
frequência dos disparos neuronais contínuos e instantâneos que se originam no 
segmento inicial das células ganglionares da retina (77).  
Quando a mutação no gene Scn8a é expressa de forma recessiva, 
observa-se uma ampla variedade de fenótipos. Os animais homozigotos Scn8amed, 
que carregam 100% da perda de função das proteínas Nav1.6, sofrem de fraqueza 
muscular, paralisia progressiva e morte entre três a quatro semanas após o 
nascimento (78). Os animais homozigotos Scn8amed-jo têm um fenótipo menos 
acentuado (79), a partir da terceira semana de vida, mostram ter dificuldades no início 
e na manutenção da locomoção e perda do equilíbrio corporal com tremor rítmico da 
cabeça e do pescoço durante o movimento (79). Ao contrário dos animais 
homozigotos Scn8amed, os homozigotos Scn8amed-jo têm o mesmo tempo de 
sobrevida que os heterozigotos e os controles (80).  
Durante anos, os estudos dos modelos animais com mutações no gene 
Scn8a foram exclusivamente direcionados à deficitária locomoção observada nos 
animais homozigotos, no entanto, recentemente, um número crescente de relatos 
demonstrou que os animais heterozigotos possuem alterações fenotípicas. Por 
exemplo, os animais heterozigotos Scn8amed evitam, de forma significativa, a zona 
central durante o teste de campo aberto, apresentando, também, uma maior 
tendência a permanecer no lado escuro durante o teste da caixa claro/escuro. Por 
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último, durante o teste de natação forçada, ficam uma maior percentagem de tempo 
em estado imóvel do que os animais controles (81). Estas observações sugerem que 
a expressão do gene Scn8a pode estar associada ao aumento da ansiedade e da 
depressão dos camundongos (81). Ambos os modelos animais, Scn8amed e Scn8amed-
jo, em relação aos animais controles, são mais resistentes às crises generalizadas 
induzidas por agentes químicos (Flurotil e ácido kaínico) (82).  
 
1.7.2. Canais de sódio dependentes de voltagem e Sono 
Diversos estudos têm relatado alterações no padrão de sono dos 
pacientes com  epilepsia. Estes têm aumento da latência do sono, redução do sono 
REM, aumento da fragmentação do sono e redução da eficiência do sono (20,83,84). 
Durante os últimos anos, estabeleceu-se a relação de que as síndromes epiléticas 
ocorrem em detrimento das mutações nos CSDV (85,86). A interação entre os CSDV e 
o sono ainda não está totalmente esclarecida, mas observou-se que, nos humanos, 
a disfunção do gene SCN1A pode interagir com os comportamentos inerentes ao 
sono, alterando a sua estrutura. Identificou-se, durante os registros EEG desses 
pacientes, atonia do músculo mentalis durante o sono NREM, decréscimo do tempo 
total do sono REM e a supressão dos eventos fásicos que ocorrem durante esta fase 
do sono (87).  
O estudo com modelos animais com mutações nos genes que 
codificam os CSDV fornece uma oportunidade para que se entenda melhor a 
participação dos CSDV durante o sono. Assim, a análise concomitante de dados 
provenientes do presente estudo serão úteis para elucidar a relação entre a 
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Durante os últimos anos, os pesquisadores têm apresentado inúmeras 
evidências sobre a associação entre o sono e a epilepsia. A função dos canais 
iônicos na epileptogênese foi determinada experimentalmente quando se 
estabeleceu que as alterações da excitabilidade neuronal dependiam das correntes 
iônicas. Em humanos, dados recentes relataram a participação dos canais de sódio 
dependentes de voltagem, no quadro epilético e no padrão de sono. Embora os 
mecanismos pelos quais as síndromes epilépticas são iniciadas e propagadas ainda 
não terem sido elucidados, atualmente o uso de modelos animais geneticamente 
modificados tornou-se uma ferramenta importante para uma melhor compreensão da 
fisiopatologia das doenças identificadas em humanos. Este estudo propôs 
caracterizar o melhor padrão de sono e o comportamento de modelos animais com 
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Este estudo tem como objetivo caracterizar a arquitetura do sono em 
modelos animais com epilepsia espontânea e recorrente, bem como compreender 
as alterações observadas no ciclo vigília-sono por meio de testes comportamentais e 
pela avaliação hormonal.    
 
3.1 Objetivos Específicos  
Os objetivos específicos estabelecidos foram os seguintes: 
1. Identificar os disparos epileptogênicos nos animais heterozigotos 
Scn8a8J, Scn8amed e Scn8amed-jo que possuem alterações nas 
proteínas codificadas pelo gene Scn8a, bem como verificar a 
frequência das crises de ausência em relação aos estados de vigília 
e de sono durante 48 horas de registro eletrocorticográfico nos 
animais heterozigotos Scn8amed. 
 
2. Determinar a arquitetura do ciclo vigília-sono durante 48 horas 
basais e após 6 horas de privação total de sono, identificar 
alterações comportamentais por meio de testes de ansiedade, de 
depressão e de memória, e determinar a secreção do hormônio 
corticosterona no início da fase clara e escura nos animais 
heterozigotos Scn8amed-jo. 
 
3. Determinar a arquitetura do ciclo vigília-sono durante 48 horas 
basais e após 6 horas de privação total de sono em um modelo 
animal de epilepsia generalizada com crises febris, o qual possui a 
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Trabalho pulicado na Revista Científica Human Molecular Genetics 




Mutações em heterozigose no canal de sódio dependente de 
voltagem SCN8A estão associadas aos complexos espícula-onda e à  
epilepsia de ausência em camundongos 
 
Ligia A. Papale*, Barbara Beyer*, Julie  M. Jones, Lisa M. Sharkey, Sergio Tufik,  
Michael Epstein, Verity A. Letts, Miriam H. Meisler, Wayne N. Frankel# e Andrew Escayg# 
 
A partir de experimentos que visam a melhor caracterização de uma nova mutação, 
Scn8a8J, no gene SCN8A que codifica as proteínas  Nav1.6, identificou-se que a 
troca de aminoácidos V929F altera um resíduo neuronal evolutivamente conservado 
na região do poro do canal no domínio D2 da proteína Nav1.6. Este novo modelo 
animal com mutação no gene SCN8A foi denominado de Scn8a8J. Durante os 
registros eletrocorticográficos (ECoG) revelou-se que os animais heterozigotos 
Scn8a8J, bem como os animais Scn8amed-jo e o Scn8amed, que são outros dois 
modelos clássicos de estudos com mutação no gene SCN8A, apresentaram 
complexos espículas-onda característicos da epilepsia de ausência. Observou-se 
também que, a linhagem com que os animais Scn8a8J são cruzados, influencia 
significativamente a frequência e a duração dos complexos espícula-onda. Quando 
novas gerações de animais são obtidas por meio do cruzamento com animais da 
linhagem C3HeB/FeJ, os descendentes possuem uma maior incidência de crises de 
ausência do que os descendentes do cruzamento com animais da linhagem 
C57BL/6J. Em conclusão, com base nos dados obtidos nos registros ECoG e com a 
observação da influência genética na incidência das crises de ausência, o gene 
Scn8a torna-se um possível candidato à epilepsia de ausência nos humanos.  
























































































































































































































5  ARTIGO 2 
Trabalho publicado na Revista Científica The Journal of Biological Chemistry 




Disfunção no canal de sódio dependente de voltagem Scn8a altera a arquitetura 
de sono, reduz os níveis de corticosterona e melhora a memória espacial 
Ligia A. Papale, Ketema N. Paul, Nikki T. Sawyer, Joseph R. Manns, 
Sergio Tufik# e Andrew Escayg# 
 
Um dos papéis essenciais dos canais de sódio dependentes de voltagem (CSDV) na 
sinalização elétrica entre os neurônios, reside no fato de eles serem responsáveis 
pelo início e pelo desencadeamento da fase despolarizante que ocorre durante o 
potencial de ação. Uma mutação, que induz a uma perda de 50% da expressão das 
proteínas transmembrânicas Nav1.6, foi identificada em uma família de humanos. Os 
fenótipos dos indivíduos incluíam a instabilidade emocional, o déficit cognitivo e a 
ataxia. Outros possíveis papéis do gene SCN8A foram propostos em estudos que 
identificaram as bases genéticas dos indivíduos suicidas e com transtornos 
bipolares. Em animais heterozigotos Scn8amed-Tg, que é um modelo de animal 
nocaute para o gene Scn8a, os testes comportamentais demonstraram que estes 
eram mais ansiosos e depressivos do que os controles. Com base no fato que os 
distúrbios emocionais são geralmente associados às alterações no padrão de sono e 
hormonais, o presente estudo procurou caracterizar a arquitetura do sono, os 
comportamentos de ansiedade, de depressão e de memória, bem como o padrão de 
secreção do hormônio corticosterona em animais heterozigotos com uma mutação 
gênica pontual no gene Scn8a (animais Scn8amed-jo/+). Estes, quando comparados 
aos seus respectivos animais controles, apresentaram um aumento  do sono de 
ondas lentas e uma perda acentuada de tempo de sono paradoxal, além de um 
reduzido nível de corticosterona. Nos testes comportamentais, os animais Scn8amed-
jo/+ não apresentaram alterações de ansiedade e de depressão, mas tiveram uma 
melhora da memória espacial. Este estudo expandiu o espectro dos fenótipos 
associados às mutações no gene Scn8a, sugerindo que os distúrbios do sono 
poderiam estar relacionados com disfunções nas proteínas transmembrânicas 
Nav1.6.  
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O modelo animal Scn1a-GEFS+ apresenta inalterada arquitetura do sono 
Ligia A Papale, Ketema N Paul, Melina S Martin, Sergio Tufik#  e Andrew Escayg# 
 
Os canais de sódio dependentes de voltagem (CSDV) Scn1a, Scn2a, Scn3a e Scn8a são 
altamente expressos no sistema nervoso central, exercendo um papel importante na 
sinalização entre os neurônios. Nos humanos, mutações em heterozigose no gene Scn1a 
são as responsáveis por causar a epilepsia generalizada com crises febris (do inglês 
GEFS+: generalized epilepsy with febrile seizures plus) e a epilepsia mioclônica severa na 
infância (do inglês SMEI: severe myoclonic epilepsy of infancy). Adicionalmente ao fenótipo 
da epilepsia, os indivíduos com a GEFS+ também sofrem alterações neuropsiquiátricas. O 
modelo animal da epilepsia humana GEFS+ foi construído a partir da introdução da mutação 
R1648H no gene Scn1a ortólogo de camundongos (Scn1a-GEFS+). Os animais 
heterozigotos Scn1a-GEFS+ sofrem frequentes espontâneas e recorrentes crises 
epilépticas, reduzidas latências a crises generalizadas induzidas por agentes químicos e 
taxa de sobrevivência similar aos animais controles. As análises eletrofisiológicas atribuiram 
ao desevolvimento das crises epiléticas espontâneas, uma reduzida inibição gabaérgica 
modulada por neurônios bipolares. Os modelos animais que possuem a mutação no gene 
Scn8a apresentaram alteração do ciclo vigília-sono, identificando, assim, o possível papel 
dos CSDV na regulação da arquitetura do sono. De acordo com as observações que 
pacientes com epilepsia possuem alterada arquitetura do ciclo vigília-sono, este estudo 
avaliou a arquitetura basal do sono e o efeito de 6 horas de privação total de sono em 
animais heterozigotos Scn1a-GEFS+. Os resultados demonstraram que, a arquitetura do 
sono durante os períodos basal e de rebote, foram similares ao padrão de sono observado 
nos animais controles, sugerindo que o gene Scn1a não contribuiu  significativamente para a 
regulação do sono e da vigília. 
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Sleep architecture is unaltered in a Scn1a-GEFS+ animal model 
Ligia A Papale BS1,2; Ketema N Paul PhD3; Melina S Martin PhD2;  
Sergio Tufik MD, PhD1# and Andrew Escayg PhD2#  
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The voltage-gated sodium channels (VGSCs) SCN1A, SCN2A, SCN3A, and SCN8A are 
mainly expressed in the CNS and are important in the initiation and propagation of action 
potentials in excitable cells. Heterozygous mutations in SCN1A are responsible for a number 
of epilepsy disorders including Generalized Epilepsy with Febrile Seizures Plus (GEFS+) and 
Severe Myoclonic Epilepsy of Infancy (SMEI or Dravet syndrome). In addition, some GEFS+ 
individuals also present with neuropsychiatric deficits. We recently knocked-in the human 
SCN1A-GEFS+ mutation R1648H into the orthologous mouse Scn1a gene. Heterozygous 
mutants (Scn1aRH/+) show infrequent spontaneous generalized seizures, reduced seizure 
thresholds and a normal life span. Electrophysiological analysis attributed the development 
of the spontaneous seizures to a reduced inhibitory activity of the GABAergic interneurons in 
the mutant mice. We recently demonstrated that a mutation in the mouse Scn8a gene was 
associated with altered sleep-wake architecture, identifying a role for VGSCs in sleep 
regulation. Since sleep abnormalities are often reported in patients with epilepsy, we 
evaluated the baseline sleep-wake cycle and the effect of 6 hours of sleep deprivation in 
Scn1aRH/+ mutants. Baseline sleep architecture and sleep rebound in the mutants were 
indistinguishable from wildtype littermates, suggesting that Scn1a is unlikely to significantly 
contribute to the regulation of sleep architecture.  
 




The relationship between sleep and epilepsy is not fully understood; however; 
sleep is often altered in patients with epilepsy. The two main sleep stages, NREM and REM 
sleep have opposite effects on seizure generation. During NREM sleep the thalamocortical 
system mediates cortical synchronization (1) and cortical firing oscillations such as K-
complexes (2-3) and sleep spindles (4) increase seizure probability (1). In contrast, several 
pieces of evidence support the association of REM sleep with the suppression of seizure 
activity (5-6). First, REM sleep is capable of retarding the spread of epileptiform discharges 
during the EEG. Second, the pathways responsible for the muscle atonia during REM sleep 
protects against generalized motor seizures. Third, the same mechanisms by which EEG 
discharges are desynchronized during REM sleep are also involved in protection against the 
generation of generalized seizures (5-6). However, additional studies are required to better 
understand relationship between alterations in sleep patterns and seizure generation as well 
as the genetic and molecular factors that increase or reduce seizure probability during NREM 
sleep and REM sleep, respectively.  
The voltage gated sodium channels (VGSCs), SCN1A, SCN2A, SCN3A and 
SCN8A are primarily expressed in the mammalian central nervous system (CNS). VGSCs 
are responsible for the rising phase of the action potential in neurons. SCN1A mutations 
have been identified in a number of human epilepsy disorders including generalized epilepsy 
with febrile seizures plus (GESF+) (7), severe myoclonic epilepsy of infancy (SMEI or Dravet 
syndrome) (8), and intractable childhood epilepsy with generalized tonic-clonic seizures (9-
10). These disorders show overlapping clinical characteristics but differ in severity. SCN1A 
mutations are also associated with familial hemiplegic migraine (FHM) (11) and sudden 
unexpected death in epilepsy (SUDEP) (12). In addition to epilepsy, some affected members 
of SCN1A-GEFS+ families also display neuropsychiatric deficits such as mood and anxiety 
disorders (13).   
The SCN1A mutation R1648H was identified in a large GEFS+ family with 
thirteen affected members (7). Affected family members displayed highly variable 
phenotypes with some individuals experiencing only febrile seizures, only afebrile epilepsies 
such as generalized tonic clonic seizures (GTCS) and absence seizures, and both febrile 
and afebrile seizures. We recently generated a mouse model of GEFS+ by knocking-in the 
R1648H mutation into the orthologous mouse Scn1a gene (14). Heterozygous mutants 
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(Scn1aRH/+) exhibit infrequent spontaneous seizures and reduced seizure thresholds, while 
homozygous mutants (Scn1aRH/RH) exhibit frequent seizures and premature lethality. 
Electrophysiological analysis of dissociated cortical GABAergic interneurons showed delayed 
recovery from inactivation, suggesting that reduced GABAergic inhibition likely underlies the 
seizure phenotype (14).  
Evidence for a link between SCN1A dysfunction and sleep has been reported. 
Kimura and colleagues (15) identified, during the electroencephalographic (EEG) recording 
of two brothers, sharp waves during sleep and paralysis of the muscle mentalis during NREM 
sleep, suggesting a dysfunction in the NREM sleep neuronal pattern and phenotype. 
Although, the two brothers and their father showed the same heterozygous SCN1A missense 
mutation (c.5138>A, S1713N), the father’s seizure phenotype was less severe. The father 
experienced two febrile seizures before 4 years of age, and only showed recurrent 
myoclonus at the sleep onset.   
To further evaluate the relationship between Scn1a dysfunction and the sleep-
wake cycle, we examined the baseline sleep architecture and the sleep rebound after 6-
hours of sleep deprivation in Scn1aRH/+ mutants and wild-type (WT) littermates. The results 
showed that the baseline sleep pattern as well as sleep rebound architecture in Scn1aRH/+ 
mutants were indistinguishable from WT littermates suggesting that the Scn1a gene may not 
be directly involved in sleep generation and maintenance.  
 
METHODS 
Animals and Genotyping  
The generation of the Scn1a-R1648H mutants was previously described (Martin 
et al., 2010). The mice were housed in ventilated cages under uniform conditions in a 
pathogen-free mouse facility with a 12-hour light/dark cycle. Food and water were available 
ad libitum. All experiments were approved by the Emory University IACUC committee. 
Genotyping for the R1648H mutation was performed as previously described by Martin and 
colleagues (14).   
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Eletrocorticogram (ECoG) acquisition  
Under isoflurane anesthesia, 8 male Scn1aRH/+ mutants and 8 male WT 
littermates (3-4 months old) were surgically implanted with ECoG and electromyography 
(EMG) electrodes for polysomnographic recordings. The implant consisted of four sterile 0-
80x3/32 screw electrodes (Vintage Machines Supplies, OH, USA) that were placed 
subdurally. One pair of screws were placed on the right hemisphere (2 mm anterior-posterior 
(AP) and 1.2 mm lateral to the midline (LM); 1.5 mm AP and 1.2 mm LM). On the left 
hemisphere, the placements were (0.5 mm AP and 2.2 LM; 3.5 mm AP and 2.2 mm LM). 
Fine-wire electrodes were inserted into the neck muscle for EMG acquisition. Post-surgical 
pain management was achieved with the administration of ibuprofen (0.1 mg/kg) in the 
drinking water for 3 days. Following 14 days of surgery recovery and 2 days of habituation to 
the ECoG cable, the animals were continuously recorded for 48 hours (sleep baseline). After 
the baseline period, the animals were sleep deprived by gently handling during the first 6 
hours of the light period (7am-1pm). The sleep deprivation (SD) period was carried out by the 
introduction of objects into the cage and tapping the cages whenever the animals appeared 
drowsy. The animals were not touched during SD and were never disturbed during feeding or 
drinking (Huber et al, 2000). Immediately following the SD, the animals were continuously 
recorded for 18 hours (sleep rebound).   
 
Sleep scoring and data analysis 
The ECoG data was manually scored in 10-second intervals. The time spent in 
each state of vigilance during the 12-hour light and 12-hour dark phases from day 1 and day 
2 were averaged. To further examine the circadian variation, the average time spent in each 
state of vigilance during the light and dark phases was also examined in 2-hour intervals. A 
low-voltage, high-frequency ECoG with elevated and variable EMG was defined as 
wakefulness. NREM sleep was characterized by an ECoG signal that increased in amplitude 
and decreased in frequency, with the clear presence of high-amplitude delta waves (0.5-4Hz) 
and an EMG signal that displayed low regular muscular tone. REM sleep was identified by 
the presence of regular theta waves (4.5-8 Hz) with a lack of muscle tone and phasic bursts 
of varying duration and amplitude. For the sleep microstructure, power spectral analysis of all 
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10-second intervals of NREM sleep were subjected to fast Fourier transformation. The power 
density in the delta frequency (0.5-4 Hz) was determined by the average for each group.  
 
STATISTICS 
The data are reported as mean±standard error of the mean (S.E.M.). 
Homogeneity of variance was assessed by the Levenne test and normal distribution of the 
data by the Shapiro-Wilk test. Repeated measures ANOVA (rANOVA) was used to detect 
differences between genotypes (mutant versus WT) when the light and dark phases were 
examined in 12-hour periods as well as for each 2-hour interval. rANOVA was also used to 
detect differences within genotypes (baseline versus recovery following sleep deprivation) 
during light and dark phases. Multiple post hoc comparisons were performed by Tukey’s test.    
 
RESULTS 
Scn1aRH/+ mutants show normal baseline sleep architecture, number of stages 
shifts and delta power 
The sleep-wake cycle was examined in Scn1aRH/+ mutants and compared to WT 
littermates. The 48-hour periods of ECoG recordings were averaged into 12-hour light and 
12-hour dark phases from day 1 and 2. The analysis of the total time spent in wakefulness, 
NREM, and REM sleep was quantified as a percentage of the total recording time. Statistical 
analysis was performed by repeated measures ANOVA (rANOVA) followed by Tukey’s post 
hoc test unless otherwise noted. The results are shown as mean±S.E.M.  
Diurnal sleep-wake rhythms were present in both genotypes, with overall 
increase in sleep amount during the light phase and increase in wake amount during the dark 
phase (Figure 1). During the light period, the mutants and WT littermates spent similar 
percentages of time awake (RH, 35.2%±1.8; WT, 37.5%±1.2; Fig. 1A). Mice are nocturnal; 
therefore, as expected, they showed increased amount of sleep during the light period. 
Comparable amounts of NREM sleep (RH; 55.2%±1.5, WT; 52.8%±1.1, Fig. 1C), and REM 
sleep (RH, 9.6%±0.3; WT, 10.2%±0.4; Fig. 1D) were observed between mutants and WT 
littermates. During the dark period, the mutants and WT littermates showed similar increases 
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in amounts of wakefulness (RH, 66.4%±3.8; WT, 69.6%±2.3; Fig. 1A), and comparable 
amounts of NREM sleep (RH, 30.8%±3.3; WT, 27.5%±2.1; Fig. 1C) and REM sleep (RH, 
2.9%±0.6; WT, 2.8%±0.3, Fig. 1E). rANOVA followed by post hoc test did not reveal any 
statistically significant differences in amounts of wake (p>.05, Tukey, Fig. 1A), NREM sleep 
(p>.05, Tukey, Fig. 1C), and REM sleep (p>.05, Tukey, Fig. 1E) between genotypes. To 
perform a more detailed sleep-wake analysis, the different states of vigilance were also 
analyzed in 2-hour intervals. rANOVA followed by post hoc test did not reveal any statistically 
significant differences in amounts of wake (p>.05, Tukey, Fig. 1B), NREM sleep (p>.05, 
Tukey, Fig. 1D), and REM sleep (p>.05, Tukey, Fig. 1F) between genotypes.  
To determine whether the number of transitions (stage shifts) between the states 
of vigilance were different between mutants and WT littermates, we analyzed the total 
number of arousals, the number of transitions between wake to NREM sleep, NREM to 
wake, NREM to REM sleep, REM to NREM sleep, REM to wake (Table 1). rANOVA followed 
by post hoc test did not reveal any statistically significant differences in stages shifts between 
genotypes (p>.05 for all comparisons, Tukey, Table 1).  
Even though there was no difference in amount of NREM sleep between 
genotypes, it was possible that the NREM sleep intensity may be altered in the RH mutants. 
NREM sleep is the restorative phase of sleep that is characterized by slow wave delta 
oscillations (0.5-4 Hz). The strength of these oscillations, measured as delta power, is 
positively associated with the duration of prior wakefulness. Because absolute values of delta 
power vary substantially between subjects, we performed a within-subject normalization of 
delta power to allow comparisons between mutants and WT littermates. We accomplished 
this by averaging the absolute delta power into 2-hour intervals for each subject and dividing 
each 2-hour average by the 24-hour average. rANOVA followed by post hoc analysis did not 
reveal any statistically significant differences between mutants and WT littermates (p>.05, 
Tukey). These results demonstrate that the mutants have consolidated periods of sleep and 
wake, and a clear diurnal rhythmicity with sleep prevalent during light period.  
 
The Scn1aRH/+ mutants show normal sleep rebound  
We also compared sleep-wake amounts between mutants and WT littermates 
following a period of 6 hours of sleep deprivation (SD). After the SD, continuous ECoG 
A r t i g o  3  
58 
 
recordings were obtained for 18 hours of the subsequent recovery period (last 6 hours light 
phase, 12 hours dark phase, Fig. 2). Even though 6 hours of SD is considered to be mild, an 
increase in amount of NREM sleep was observed during the recovery period. Similar 
percentage increases in NREM sleep were obtained for mutants and WT littermates during 
the light phase (RH, 15% increase; WT, 13% increase, Figure 2A). rANOVA detected effect 
of group (F(1,10)=24.7, p<.0001), but no effect of time (F(1,10)=1.88, p>.2), or interaction 
between group and time (F(1,10)=.13, p>.72). Both increases in NREM were statistically 
significant (RH, p<.001; WT, p<.05; Tukey). Even though increases in amount of NREM 
sleep were observed during the dark phase (RH, 13% increase; WT, 20% increase, Fig. 2B), 
rANOVA followed by post hoc test did not reveal any statistical difference between these 
increases (RH, p>.05; WT, p>.05; Tukey). For REM sleep, during the light phase increases 
of 15% and 11% were observed in RH mutants and WT littermates, respectively; however, 
rANOVA followed by post hoc analysis indicated that these increases were not statistically 
significant (RH, p>.05; WT, p>.05; Tukey). 
During the dark period, the increase in REM sleep was higher in WT littermates 
(RH, 55% increase; WT, 75% increase; difference between genotypes, t(10)=.86, p>.05; Fig. 
2D). rANOVA detected differences between group (F(1,10)=16.7, p<.001), but no differences of 
time (F(1,10)=.31, p>.05) or interaction between group and time (F(1,10)=.41, p>.05); however, 
only the  increase in the WT littermates was statistically significant (p<.05, Tukey).  
 
DISCUSSION 
We recently demonstrated that homozygous Scn1aRH/RH mutants display frequent 
spontaneous generalized seizures and premature death. In contrast, Scn1aRH/+ mutants 
exhibit infrequent spontaneous seizures, reduced thresholds to hyperthermia- and flurothyl-
induced seizures and a normal lifespan. GABAergic interneurons from the mutants were 
found to be less excitable; suggesting that the seizure phenotype is likely to result from a 
reduction in GABA mediated inhibition (14). The same findings were also observed in BAC 
transgenic mice expressing the SCN1A-R1648H mutation (16).  
Despite the predicted reduction in GABA mediated-inhibition in the Scn1aRH/+ 
mutants, indistinguishable baseline sleep patterns and sleep rebound were observed in 
Scn1aRH/+ mutants and WT littermates. There are several possible explanations for this 
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observation. First, it is possible that magnitude of the reduction in GABA-mediated inhibition 
is insufficient to alter sleep architecture. The phenotype of heterozygous Scn1a knockout 
mice is more severe than Scn1aRH/+ mutants, suggesting that loss-of-function mutations may 
be associated with a greater reduction in inhibition. It is therefore possible that altered sleep 
architecture may be associated with SCN1A mutations that cause a larger reduction in 
inhibition. Second, all recorded animals were seizure-free during the ECoG acquisition and 
spontaneous seizures are infrequent in Scn1aRH/+ mutants, which may have facilitated a 
stable sleep pattern. Interestingly, the 6-hours of sleep deprivation did not trigger seizures in 
the Scn1a mutants and the mutant animals showed similar sleep rebound architecture to WT 
littermates. 
In contrast to the normal sleep architecture observed in the Scn1aRH/+ mutants, 
we recently demonstrated that mice with a mutation in the VGSC Scn8a exhibit a robust 
suppression of REM sleep during the light phase accompanied by an increase in NREM 
sleep. The decreased REM sleep was due to an impairment of generation and duration 
(Papale et al., 2009, submitted). In addition to the altered sleep pattern, the Scn8a mutants 
also show spontaneous absence seizure (17).  Based on the findings of this study, Scn1a is 
unlikely to play a major role in the sleep-wake cycle. Futhermore, the regulation of sleep 
architecture by VGSCs therefore appears to be subtype-specific.  
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Figure 1. The Scn1aRH/+ (RH) mutation did not alter the amounts of wakefulness, non-REM 
(NREM) sleep, and REM sleep. Percentage of time spent in wakefulness (A and B), NREM 
sleep (C and D), and REM sleep (E and F) during the baseline recording period. Data were 
averaged over light and dark phases (panels A, C, and E). The circadian variation of the 
sleep-wake cycle was obtained by dividing the light and dark periods into 2-hour intervals 
(panels B, D, and F). Scn1aRH/+, black bars and squares; WT, white bars and squares. Data 
are represented by mean±S.E.M. rANOVA followed by Tukey’s post hoc test.  
Figure 2. Effect of 6 hours of total sleep deprivation (SD) in Scn1aRH/+ (RH) and WT 
littermates. Comparison of the amount of time spent in NREM sleep (A and B) and REM 
sleep (C and D), during 18 hours of the recovery period with the equivalent time-period 
during baseline recording. The recovery period comprised 6 hours of the light period (1 pm to 
7 pm) (A and C) and 12 hours of the dark period (B and D). Values are presented as 
mean±S.E.M., * p<.05, rANOVA followed by Tukey's post hoc test. 
Figure 3. Non-REM sleep delta power activity during baseline ECoG recording in Scn1aRH/+ 
(RH) mutants and WT littermates. Data represent 2-hour intervals during light and dark 
phases of baseline recording. Scn1aRH/+, black squares; WT, white squares. Error bars 
represent mean±S.E.M., rANOVA followed by Tukey’s post hoc test. 
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Table 1. Number of arousals and sleep-wake transitions in Scn1aRH/+ mutants and WT 
littermates during the 24-hour baseline recording. 
 12-hr light phase 12-hr dark phase 
 Scn1aRH/+ WT Scn1aRH/+ WT 
Total Arousals (no.) 128.2±4.3 118.5±10.9 79.4±10.6 54.7±5.2 
Wake to NREM (no.) 129.2±4.6 119.3±10.9 80.4±10.6 55.8±5.2 
NREM to Wake (no.) 73.6±3.2 59.5±8.2 56.6±7.7 37.7±5 
NREM to REM (no.) 69.4±4.5 66.2±3.6 24.8±5 20.2±3.5 
REM to NREM (no.) 5.6±1.1 7±1.2 4.6±2.4 2±1.3 
REM to Wake (no.) 55.6±3.3 60±4.1 204.±6.3 18.2±3.2 
Comparison of total number of arousals and number of stage shifts from wake to non-REM 
(NREM) sleep, from NREM sleep to wake, from NREM to REM sleep, from REM sleep to 
NREM sleep, and from REM sleep to wake in Scn1aRH/+ mutants and WT littermates during 
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7.1 Identificação de um novo modelo animal de epilepsia de ausência 
7.1.1 Observação de complexos espícula-onda, característicos da 
epilepsia de  ausência, em três diferentes modelos animais 
com mutação nos CSDV codificados pelo gene Scn8a 
(CSDV Scn8a) (trabalho 1).  
Durante a análise dos registros ECoG nos animais que possuem a 
mutação pontual, Scn8amed-jo/+, e os que possuem perda de expressão das proteínas 
Nav1.6, Scn8a
med/+ e Scn8a8J/+, identificou-se CEO, acompanhados por uma breve 
suspensão das atividades motoras. Os CEO têm uma duração de 3 a 15 segundos, 
são bilateralmente simétricos e estão presentes em todo o córtex. Estes animais, 
quando são administrados sistemicamente com a droga etosuximida, reconhecida 
pelo seu efeito anti-epilético que diminui a frequência dos CEO nos humanos e nos 
animais, apresentaram uma redução significativa da frequência das crises de 
ausência, durante pelo menos 1 hora após a sua administração. Adicionalmente, 
observou-se que os descendentes do cruzamento com a linhagem C3HeB/FeJ 
apresentaram um aumento significativo da duração e da frequência das crises de 
ausência em relação aos descendentes do cruzamento com a linhagem C57BL/6J 
(trabalho 1).  
A descoberta da epilepsia de ausência nos animais com mutações nos 
CSDV Scn8a foi inesperada, uma vez que estes já estavam sendo estudados há 
anos. Somente um estudo incluiu a análise dos registros ECoG em animais com 
mutação nos CSDV Scn8a e, com base nos resultados, os autores não puderam 
identificar alterações no padrão do sinal ECoG durante o registro (88). Uma possível 
dificuldade para identificação dos CEO nestes animais, pode ser atribuída ao fato de 
que eles eram descendentes de cruzamentos com a linhagem C57BL/6J.  
Recentemente, identificaram-se, nos animais com perda da expressão 
das proteínas Nav1.6 (animais Scn8a
tg/+), alterações comportamentais evidenciadas 
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pelo aumento da ansiedade e da depressão (81). A observação destas alterações 
comportamentais estão associadas ao aumento da imobilidade do animal diante da 
tarefa. A mesma perda de movimentos é observada quando os animais apresentam 
os CEO. A análise concomitante dos testes comportamentais e dos registros ECoG, 
pode tornar-se uma ferramenta importante de estudo para a identificação da 
associação entre a imobilidade, observada durante os testes comportamentais e os 
CEO. 
Em contraste às observações de que os animais heterozigotos 
Scn8amed e Scn8amed-jo apresentavam epilepsia de ausência, observou-se que estes 
animais, em relação aos animais controles, eram mais resistentes às crises 
generalizadas induzidas por agentes químicos, evidenciadas por um aumento da 
latência à crise (82). Com base nessas observações de que os animais com 
mutações no gene Scn8a são mais resistentes ao desenvolvimento de crises 
generalizadas do que os controles, sugeriu-se que as mutações no gene Scn8a 
poderiam reverter o fenótipo epileptogênico observado nos modelos animais com 
epilepsia mioclônica severa na infância (SMEI, do inglês: Severe Myoclonic Epilepsy 
of Infancy), os quais possuem uma perda da expressão das proteínas Nav1.1 
codificada pelo gene Scn1a (animais Scn1a+/-) (89). Assim, os animais heterozigotos 
Scn8amed e Scn8amed-jo, foram cruzados, separadamente, com os heterozigotos 
Scn1a+/-, gerando os animais com dupla mutação, Scn8amed; Scn1a+/- e os Scn8amed-
jo;Scn1a+/-. Surpreendentemente, durante a caracterização dos animais com dupla 
mutação, quando comparados aos animais Scn1a+/-, observou-se um aumento da 
taxa de sobrevida e da latência às crises generalizadas induzidas por agentes 
químicos (82).  
Uma possível hipótese para os efeitos opostos que os animais com 
mutação no gene Scn1a e Scn8a possuem para o tempo de latência às crises 
generalizadas induzidas por agentes químicos, pode ser explicada pela 
especificidade que cada mutação tem em diferentes tipos neuronais. Quando estes 
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são afetados pela disfunção gerada pela mutação, distintas alterações são 
observadas.  
A análise dos dados eletrofisiológicos dos neurônios dissociados 
constatou que as disfunções das proteínas Nav1.1, observadas nos modelos animais 
GEFS+ e SMEI reduzem a excitabilidade do circuito inibitório, especificamente, a 
atividade dos neurônios inibitórios bipolares do hipocampo e do córtex sem alterar 
as propriedades de ação dos neurônios piramidais que são excitatórios (82,89). De 
acordo com esta noção, com base no conhecimento de que as proteínas Nav1.6 
estão localizadas nos interneurônios inibitórios e excitatórios (90), a redução da sua 
expressão pode resultar em uma diminuição da excitabilidade neuronal dos circuitos 
excitatórios, bem como em um aumento da atividade dos neurônios inibitórios, 
causando um retardo na transmissão neuronal, aumentando assim a latência para 
crises generalizadas.  
Observou-se que os ratos da linhagem WAG/Rij, que apresentam o 
quadro de epilepsia de ausência, possuem um aumento na expressão das proteínas 
Nav1.6 no córtex somatossensório, região associada à geração dos CEO 
(35). No 
entanto, ainda não foi elucidado se a epilepsia de ausência é a causa ou a 
consequência do aumento da expressão dos CSDV Scn8a no córtex 
sometossensório. Esta região cortical demonstrou ser importante para o início e a 
manutenção das crises de ausência, pois a administração da droga anti-epiléptica 
etosuximida nessa região cortical suprimiu os CEO (91). A frequência dos disparos dos 
potenciais de ação neuronais está associada ao fluxo persistente das correntes dos 
íons de sódio (92). Portanto, o aumento da expressão dos CSDV Scn8a pode levar a 
excessivos disparos dos potenciais de ação dos neurônios corticais, levando a uma 
hiperexcitabilidade da região talâmica e do circuito talamocortical, contribuindo para o 
início dos CEO (93). No entanto, a diminuída expressão das proteínas Nav1.6 também 
contribui para o quadro da epilepsia de ausência, pois identificou-se os CEO nos 
animais com perda de 50% de expressão dessa proteína (trabalho 1).  
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A caracterização do quadro epiléptico nos animais com aumento e 
diminuição da expressão dos CSDV Scn8a, pode ser atribuída a fatores diretos ou 
indiretos. A redução da expressão dos CSDV Scn8a nos interneurônios excitatórios 
pode, diretamente, diminuir as oscilações do sistema talamocortical, ao passo que o 
seu aumento pode alterar a expressão de outros CSDV que estão localizados nos 
interneurônios inibitórios, alterando, em ambas as situações, a excitabilidade 
neuronal, contribuindo para o quadro da epilepsia.    
 
7.1.2. Os animais heterozigotos Scn8amed possuem uma 
incidência elevada de CEO durante o SP (trabalho 1).  
A arquitetura do ciclo vigília-sono dos camundongos pode ser definida 
por períodos de vigília e de sono, o qual pode ser subdividido em sono de ondas 
lentas (SOL) e sono paradoxal (SP)*. Os roedores de pequeno porte possuem uma 
arquitetura do sono  posifásica, pois observa-se, durante o registro ECoG, períodos 
de vigília após cada ciclo de sono. A interrupção do sono é uma vantagem 
operacional em relação à ação dos predadores (94).  
Esses roedores apresentam, aproximadamente, 65% de sono durante 
a fase clara e, mesmo sendo de hábitos noturnos, dormem, aproximadamente, 30% 
da fase escura. Durante as 48 horas de registro ECoG nos animais Scn8amed/+, a 
incidência dos CEO durante o SOL e o SP foram maiores durante a fase escura do 
que a observada durante a fase clara, sendo que a incidência dos CEO durante a 
vigília foi similar em ambas as fases (trabalho 1). Durante a fase escura, se 
observaram que o sono mais superficial e fragmentado, facilita a geração dos 
CEO (30). Em contraste, durante a fase clara, se observaram que períodos mais 
longos de sono que dificultaram o início dos CEO (30).  
                                                          
* As nomenclaturas dos estágios de sono NREM e REM referem-se aos estudos nos humanos, as 
SOL e SP aos estudos nos animais.  
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Identificou-se que, além dos animais possuírem incidências maiores 
dos CEO durante o SOL e o SP na fase escura, os animais Scn8amed/+ possuíram 
uma significativa incidência dos CEO durante o SP (trabalho 1). O aumento da 
incidência de CEO durante o SP foi inesperada, uma vez que o padrão de disparos 
neuronais dessincronizados, durante essa fase de sono, não favorece a geração dos 
CEO (95).  
Um estudo realizado em ratos da linhagem WAG/Rij, que é um modelo 
animal com epilepsia de ausência, relatou que menos de 20% dos CEO foram 
observados durante o SP (30). Outro estudo, realizado com camundongos da 
linhagem A/J, linhagem esta que também apresenta epilepsia de ausência, notou 
que um entre treze animais apresentou CEO durante o SP (96). Este estudo observou 
que todos os animais Scn8amed/+, durante as 48 horas do registro ECoG, possuíam 
uma significativa incidência dos CEO durante o SP (trabalho 1).  
O entendimento do mecanismo básico da epilepsia e do sono facilita o 
conhecimento dos mecanismos da ativação e a supressão das crises epilépticas 
durante o sono, em particular, durante os diferentes estágios do sono (97,98). As 
crises epilépticas, que ocorrem durante o sono, resultam a partir de uma alterada 
interação entre as redes neuronais de geração do sono, os sistemas que influenciam 
na vigília e os neurônios envolvidos na epileptogênese. A ativação das crises 
epilépticas durante o sono NREM parece relacionar-se com os mecanismos 
sincronizadores talamocorticais, enquanto a sua supressão durante o sono REM 
parece estar relacionada à diminuição na sincronização talamocortical e à 
interrupção de transmissão neuronal inter-hemisférica (97,98).  
Um estudo realizado em gatos, observou que durante registro ECoG, 
observou que no SP há um retardo do espalhamento das ondas epileptiformes. O 
mesmo estudo também demonstrou que o sistema descendente que parte do tronco 
encefálico para as áreas motoras responsáveis pela atonia muscular, ofereceu 
proteção para que as crises generalizadas se tornassem motoras. Além disto, 
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também atribuiu ao sistema colinérgico um mecanismo para a dessincronização 
talamocortical observada durante os registros ECoG e para a diminuição dos CEO 
durante a vigília e o SP (99).  
Estudos adicionais são necessários para o melhor entendimento de 
como as mutações nos CSDV Scn8a geram uma frequência maior dos CEO durante 
o SP desses animais (trabalho 1). Uma possível explicação para este fato, pode ser 
que a expressão alterada dos CSDV Scn8a nos núcleos neuronais que participam 
diretamente da geração do SOL, como os núcleos pontinos látero-dorsais, o do 
tegumento pedúnculo-pontino e o do prosencéfalo basal, que liberam acetilcolina e 
causam a dessincronização cortical observada durante o SP (100-102), podem 
influenciar a frequência dos CEO durante essa fase de sono.   
A identificação de que as disfunções nos CSDV Scn8a nos animais 
heterozigotos causam efeitos na frequência e na duração dos CEO quando cruzados 
com diferentes linhagens de animais fornecem a estes um modelo promissor da 
epilepsia de ausência em humanos que pode ser herdada de forma dominante 
(trabalho 1). Em uma família que possui uma perda de 50% da expressão das 
proteínas Nav1.6, os indivíduos heterozigotos exibem vários sintomas, entre os quais 
incluem-se, a ataxia e os déficits cognitivos (54), no entanto, essa família não foi 
submetida a registros EEG. Com base nos resultados descritos no primeiro estudo 
desta tese, é tentador sugerir que a possível presença de disparos neuronais 
alterados contribui para as alterações cognitivas e comportamentais observadas nos 
indivíduos dessa família.   
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7.2 Caracterização dos animais heterozigotos Scn8amed-jo quanto ao 
padrão de sono, aos níveis do hormônio corticosterona e ao 
comportamento  
7.2.1 Os animais heterozigotos Scn8amed-jo possuem uma 
significativa diminuição do SP acompanhado por um 
aumento do SOL (trabalho 2) 
A análise das 48 horas contínuas do registro ECoG, identificaram que 
os animais Scn8amed-jo/+ possuíam uma alteração na modulação do SOL e na 
geração e na manutenção do SP, indicando que é necessário a apropriada função 
das proteínas Nav1.6 para a estabilidade da arquitetura do sono (trabalho 2). 
Quando as 48 horas do registro ECoG foram analisadas em 12 horas de fase clara e 
12 de fase escura, observou-se que o aumento do tempo do SOL, durante ambas as 
fases, ocorreu em detrimento da diminuição do tempo do SP durante a fase clara e a 
do tempo de vigília durante a fase escura. No entanto, quando a análise do padrão 
de sono e da vigília foram analisados em intervalos de 2 horas, identificou-se uma 
significativa redução no tempo do SP durante as 8 últimas horas da fase clara. Esta 
redução do SP não foi acompanhada pelo aumento no tempo do SP durante a fase 
escura. A análise das transições entre os estágios da vigília, do SOL e do SP, 
identificou que houve uma redução nas transições do estágio do SOL para o do SP, 
bem como uma redução na duração do tempo do SP por episódio. O presente 
estudo sugeriu que os animais Scn8amed-jo/+ tinham uma diminuição crônica de SP 
(trabalho 2).  
As ondas sincronizadas e dessincronizadas, características, 
respectivamente, do SOL e do SP, são consequência da atividade neuronal do 
circuito talamocortical (núcleos reticulares do tálamo e do córtex cerebral) que 
interagem com os núcleos monoaminérgicos e os colinérgicos do tronco 
encefálico (11,101). Os núcleos, dorsal da rafe e o locus ceruleus, localizados no tronco 
encefálico, que transmitem, respectivamente, a serotonina e a noradrenalina, e o 
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núcleo tuberomamilar, localizado no hipotálamo posterior, que faz a 
neurotransmissão histaminérgica constituem o sistema monoaminérgico reticular 
ativador ascendente (101).  
Uma aumentada atividade aminérgica, no circuito talamocortical, está 
presente durante a vigília, com menos intensidade durante o SOL e ausente durante 
o SP (100,102). O sistema aminérgico se projeta para o hipotálamo anterior, inibindo a 
atividade das células gabaérgicas e galaninérgicas localizadas no núcleo VLPO (11). 
Em contraste com o que se referiu, a atividade colinérgica dos núcleos pontino 
látero-dorsais, do tegumento pedúnculo-pontino e do prosencéfalo basal, é máxima 
durante o SP e a vigília, e mínima durante o SOL. Portanto, os núcleos colinérgicos 
ativam-se durante a vigília e o SP, facilitando a dessincronização cortical (11,103). O 
sinal dessincronizado observado durante a vigília e o SP difere entre si, pois, 
durante o SP, o sistema aminérgico não está ativo e a ativação colinérgica ativa 
diretamente o córtex. No entanto, durante a vigília, os sistemas aminérgicos, 
dopaminérgicos, hipocretinas e colinérgicos, estão ativos (11,102,103).   
Uma apropriada modulação é necessária para a devida sincronização e  
dessincronização neuronal durante os estágios da vigília e do sono. Durante o 
registro ECoG, os animais com disfunção nos CSDV Scn8a apresentam quantidades 
significativas de crises de ausência durante o SP (trabalho 1) e alterações na 
arquitetura do ciclo vigília-sono (trabalho 2), sugerindo que uma possível alteração 
na modulação talamocortical, especificamente nos neurotransmissores que são 
responsáveis pela dessincronização cortical durante o SP, pode existir nesse 
animais.   
As transições que envolvem o estado de vigília para o sono, e as 
transições de estágios durante o sono, são diretamente influenciadas pelo 
funcionamento das oscilações dos potenciais de membrana dos neurônios corticais 
que são, por sua vez são sincronizados pelo circuito talamocortical e refletivos no 
registro ECoG (104). Essas oscilações servem para organizar o início do SOL e dos 
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ritmos que ocorrem durante o sono como, por exemplo, os fusos do sono (31). As 
oscilações são compostas por uma fase em que os potenciais de membrana estão 
hiperpolarizados, provocando uma diminuição dos disparos neuronais, seguidos pela 
despolarização da membrana que é iniciada pelos fluxos dos íons de sódio (104). As 
mutações nos CSDV Scn8a são responsáveis por diminuir o fluxo persistente dos 
íons de sódio nos neurônios piramidais do córtex frontal (76). Este fato, sugere que a 
disfunção nos CSDV Scn8a altera as oscilações do circuito talamocortical pelo 
retardamento da fase de despolarização dos potenciais de ação, o que contribui 
para uma diminuição do tempo de vigília e o aumento do tempo do SOL (trabalho 2).  
 
7.2.2 Os animais heterozigotos Scn8amed-jo possuem uma redução 
nos níveis de corticosterona (trabalho 2) 
Nos humanos, atribuíram disfunções das propriedades de expressão 
das proteínas Nav1.6, ao retardo cognitivo 
(76) e aos distúrbios psiquiátricos (57,58). 
Nos pacientes depressivos (105) e nos modelos animais de depressão (106), a 
regulação do sono e do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) está alterada, pelo 
que se tornou importante a caracterização de um marcador endógeno do eixo HPA 
nos animais Scn8amed-jo/+. Um dos componentes do eixo HPA que está relacionado 
às respostas ao estresse e auxilia na modulação do eixo HPA é o hormônio 
corticosterona (107). Quando este hormônio foi analisado durante um período 
precedente à mudança de fase clara para fase escura, se observou que os animais 
Scn8amed-jo/+ possuíram redução do seu nível em relação aos controles (trabalho 2). 
Neste sentido, a alterada arquitetura do sono nos animais Scn8amed-jo/+ está 
acompanhada por uma redução nos níveis de corticosterona plasmática.  
A diminuição do nível do hormônio cortisol, durante o início do período 
de sono, está associada à redução do tempo do sono REM nos humanos. No 
decorrer do período de sono, o aumento do nível do hormônio cortisol está 
relacionado com o aumento do sono REM (108). Similarmente, nos camundongos, o 
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aumento do nível do hormônio corticosterona está associado ao aumento de tempo 
do SP, e a reduzida quantidade do hormônio corticosterona associada ao aumento 
do tempo do SOL (106). Também, o aumento da secreção do hormônio liberador da 
corticotropina, tanto no SNC quanto apenas na região límbica, é capaz de aumentar 
consideravelmente o tempo do SP (109). Uma possível explicação para a diminuição 
do tempo do SP, observada nos animais Scn8amed-jo/+, pode ser atribuída pela 
diminuição dos níveis do hormônio corticosterona circundante (trabalho 2).  
 
7.2.3 Os animais heterozigotos Scn8amed-jo apresentam melhora 
da memória espacial (trabalho 2) 
As alterações na arquitetura do sono junto com a modificação no nível 
do hormônio corticosterona estão, geralmente, associadas aos distúrbios emocionais 
e de memória. Os animais Scn8amed-jo/+, quando comparados aos animais controles, 
apresentam uma crônica diminuição do tempo do SP durante a fase clara, e 
reduzidas entradas no braço aberto durante o teste do labirinto de cruz elevada. No 
entanto, não possuem alterações quanto à locomoção, evidenciada pela análise da 
ambulação durante 48 horas, ansiedade, observada durante o teste da caixa claro-
escura e campo aberto, ou depressão, evidenciada pelo tempo total de imobilidade 
do animal submetido à natação forçada (trabalho 2).  
A privação de sono é um quadro recorrente na população 
moderna (110). Quando voluntários foram acordados durante o início de cada episódio 
do sono REM, durante cinco noites consecutivas, observou-se um aumento da 
ansiedade, da irritabilidade e da dificuldade de atenção (111, 112). Nos animais, a 
privação do sono paradoxal (PSP) aumenta os níveis de estresse em animais (113), 
entretanto os efeitos na ansiedade e na memória não são consensuais. Nas 
metodologias de privação do SP, os animais permanecem, por tempo determinado 
pelo experimentador, em um tanque com água sob uma plataforma única (método 
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da plataforma única) (114) ou sob inúmeras plataformas, evitando-se a restrição de 
movimentos e o isolamento animal (método modificado das plataformas 
múltiplas) (115). Os animais são privados de SP, pois uma das características do SP é 
a atonia dos músculos anti-gravitacionais, assim, quando o SP é inicializado, os 
animais acordam ao cair na água. Recentemente, Machado e colaboradores (116), 
observaram por meio de registros ECoG, que as metodologias empregadas para a 
PSP também reduziam, em cerca de 40%, o tempo do SOL dos animais. Estes 
autores propuseram uma metodologia de restrição de sono, na qual os animais eram 
submetidos à PSP durante 18 horas e podiam dormir durante uma janela de 6 horas. 
Nesta metodologia os animais dormiam, aproximadamente, 35 a 40% de um tempo 
total de 24 horas de análise (117). 
Os ratos submetidos à PSP possuem um aumento do tempo de 
exploração do braço aberto, durante o teste de labirinto de cruz elevada, em relação 
aos seus controles (118). No entanto, também foi observado um aumento da atividade 
ambulatória nos animais submetidos à restrição de sono (119), sugerindo que, mesmo 
com as 6 horas de janela de sono, os efeitos da privação de sono quanto à atividade 
locomotora permaneciam. Este aumento da atividade locomotora, observada após a 
PSP, pode ser atribuído ao aumento da supersensibilidade dos receptores 
dopaminérgicos induzido pela PSP (120-122).  
A redução do tempo do SP, observada nos animais Scn8amed-jo/+, não 
foi capaz de alterar o comportamento de locomoção tal como se observa nos 
animais submetidos à PSP. Inúmeras hipóteses podem ser atribuídas a essas 
observações. Em primeiro lugar, é possível que a magnitude da redução do tempo 
do SP não seja suficiente para induzir alterações nas concentrações das 
monoaminas no cérebro. Em segundo lugar, de acordo com a teoria da homeostase 
do sono, os animais Scn8amed-jo/+ compensam sua crônica perda do SP com um 
aumento do tempo do SOL, revertendo os efeitos da diminuição do tempo do SP. 
Por último, a inalterada resposta comportamental de locomoção e de ansiedade, 
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observada nos animais Scn8amed-jo/+, difere das alterações comportamentais nos 
animais heterozigotos com a perda da função das proteínas Nav1.6 
(81). Isto sugere 
que diferentes mutações no gene Scn8a podem exercer efeitos específicos no 
circuito neuronal que influenciam diretamente os comportamentos ambulatórios e de 
ansiedade.  
Em relação à função cognitiva, o tempo em que os animais estão 
submetidos à PSP influencia no desempenho da tarefa de aprendizagem. Nos ratos 
submetidos à PSP por 24 ou 48 horas antes do treino, o desempenho da tarefa de 
esquiva inibitória não foi prejudicado. No entanto, quando esses animais foram 
submetidos a 96 horas de PSP, ocorreu um prejuízo na aquisição desta 
tarefa (123,124). Um estudo recente observou que, esse prejuízo no desempenho de 
aprendizagem, podia ser atribuído, pelo menos em parte, à falta de atenção que os 
animais possuíram quando submetidos a 72 ou 96 horas de PSP (125), e que a 
inibição da corticosterona não reverteu o prejuízo de memória induzida pela privação 
de sono (126). Isto sugeriu que a perda de sono induzida pela PSP, causava um efeito 
direto no desempenho cognitivo. No entanto, quando os animais foram submetidos 
ao protocolo da restrição do sono, não houve prejuízo no desempenho da tarefa de 
esquiva inibitória (119), portanto, os autores sugeriram que as 6 horas diárias em que 
os animais podiam recuperar o sono eram suficientes para reverter os efeitos da 
privação de sono que ocorria durante as demais 18 horas.  
Em particular, a memória espacial, que associa a visão, a audição e as 
pistas contextuais para identificar o lugar de recompensa, é dependente do 
hipocampo (127,128) e parece requerer o sono e mais especificamente, o sono REM 
para a sua consolidação, pois quando os animais são submetidos à privação total de 
sono ou seletiva (PSP), a performance durante os testes de memória espacial fica 
comprometida (129-131). Neste sentido, estudos realizados tanto em humanos como 
em animais observaram que o sono exerce papel fundamental na consolidação da 
memória (132-134).  
D i s c u s s ã o  
80 
 
A observação de que os animais Scn8amed-jo/+ possuem diminuição do 
tempo do SP (trabalho 2), levou à caracterização do desempenho da memória 
espacial durante um teste baseado na introdução de objetos em um campo aberto. 
Após 5 minutos de exploração de três diferentes tipos de objetos, a localização de 
um objeto altera-se quando os animais foram expostos ao campo aberto em um 
segundo momento. Ao reconhecer a mudança na localização do objeto, os animais, 
que não possuíssem prejuízo na memória espacial, deveriam explorar mais o objeto 
que foi realocado, em comparação ao que permaneceu no mesmo local. Observou-
se, durante este teste, que os animais Scn8amed-jo/+ exibiam um aumento significativo 
no tempo de exploração dos objetos que foram realocados para outra região do 
campo aberto em relação aos controles, sugerindo que os animais Scn8amed-jo/+ 
exibem melhora da memória espacial (trabalho 2).  
Os mecanismos que envolvem o aprendizado e a memória são 
complexos e parecem possuir sistemas alternativos que impedem que o seu 
desempenho seja alterado. Quando uma área cerebral, que normalmente está 
envolvida em determinada tarefa, fica comprometida, mecanismos de recompensa 
podem ser evocados para que a tarefa não fique comprometida (135). Por exemplo, 
quando os animais são administrados com anestésicos que reduzem a sua atividade 
hipocampal, o desempenho durante um teste que verifica a memória espacial pode 
permanecer inalterado, pois os sistemas que não são dependentes da atividade 
hipocampal, são evocados (136-138). Um estudo observou que, durante um teste que 
verifica a memória espacial, o mesmo padrão de disparo das células piramidais do 
hipocampo era observado durante o subsequente SOL (139), indicando que o SOL 
estava associado ao processo de aprendizado e de memória conhecidos por serem 
hipocampo dependentes.  
Surpreendentemente, a magnitude de redução do tempo do SP, 
observada nos animais heterozigotos Scn8amed-jo, não foi capaz de prejudicar a sua 
memória espacial, o que sugeriu que o aumento do tempo do SOL, verificado 
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durante todo o período de registro ECoG, participou da plasticidade neuronal, 
contribuindo para a formação do aprendizado e da memória.    
A identificação das alterações na arquitetura do ciclo vigília-sono e nos 
níveis plasmáticos de corticosterona nos animais Scn8amed-jo/+ adicionaram-se aos 
diferentes tipos de fenótipos associados às disfunções nos CSDV Scn8a, os quais 
estão principalmente expressos no SNC. Adicionalmente, sugeriu-se que os CSDV 
Scn8a poderiam contribuir para a geração e para a manutenção da vigília e dos 
estágios do sono. No entanto, ainda são necessários estudos para se determinar se 
a alterada arquitetura do sono seria uma consequência das disfunções nos CSDV 
Scn8a ou se as anormalidades observadas nos animais Scn8amed-jo/+ refletem 
especificamente a regulação do ciclo vigília-sono.  
 
7.3 Caracterização da arquitetura do sono em um modelo animal com 
epilepsia generalizada e crise febril (Scn1a-GEFS+)  
7.3.1 Os animais SCN1A-GEFS+ apresentam inalterada arquitetura 
do sono 
Recentemente, demonstrou-se que quando a mutação Scn1a-GEFS é 
expressa tanto em homozigoze quanto em heterozigose, os animais apresentam 
crises epiléticas generalizadas, espontâneas e recorrentes, as quais podem ser 
causadas pela diminuição da atividade dos neurônios gabaérgicos, aumentando 
assim a excitabilidade neuronal (72). 
A relação entre o sono e a epilepsia ainda está por ser elucidada. Uma 
possível explicação da dificuldade para o seu estudo deve-se ao fato de que as 
mesmas estruturas encefálicas estão envolvidas em ambos os estados. O sistema 
corticotalâmico, que também é regulado pela inibição gabaérgica, é a principal 
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estrutura responsável por iniciar e manter as diferentes oscilações neuronais durante 
o sono e as crises epiléticas (31,32,140,141).  
Mesmo com a identificação de que os animais Scn1a-GEFS possuem 
uma reduzida atividade gabaérgica, observou-se que a arquitetura do sono 
permanecia inalterada nos animais heterozigotos Scn1a-GEFS, em relação aos 
controles (trabalho 3). É possível que a magnitude da redução da inibição 
gabaérgica seja insuficiente para alterar o ciclo vigília-sono. Outra hipótese para a 
observação do sono inalterado pode estar no fato de que não foram observadas 
crises epiléticas em nenhum animal durante o registro ECoG, o que pode influenciar 
um estável ciclo vigília-sono. Com base que a privação de sono facilita o processo 
epileptogênico (142,143), os animais heterozigotos Scn1a-GEFS foram submetidos a 6 
horas de privação total de sono. No entanto, este período de privação de sono não 
contribuiu para o desenvolvimento de crises epilépticas e ainda, os animais Scn1a-
GEFS apresentaram similar arquitetura de sono rebote em relação aos controles 
(trabalho 3).  
Dados apresentados nesta tese mostraram que animais com mutação 
no gene Scn8a possuem alteração no ciclo vigília-sono (trabalho 2). Neste sentido, 
sugere-se que o papel dos CSDV na regulação do sono e da vigília pode ser dirigido 
a um tipo de canal de sódio dependente de voltagem específico, pois os animais 
heterozigotos Scn1a-GEFS não possuem arquitetura de sono alterada em relação 
aos controles.  
 
7.4 Evidências da contribuição genética para o sono 
Uma ampla variação do fenótipo do sono é observada entre diferentes 
linhagens de animais (144) e indivíduos de uma mesma espécie. As alterações na 
arquitetura do sono podem ser atribuídas aos fatores ambientais como a luz, a 
alimentação, a temperatura e o comportamento. No entanto, não são apenas estes 
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fatores que contribuem para as alterações no sono observadas nos animais, pois 
inúmeras variações nos diferentes aspectos do sono de animais que foram 
submetidos às mesmas condições ambientais nos laboratórios experimentais, 
sugerem haver a presença da contribuição genética no sono.  
Os estudos com animais que possuem redução da proteína príon 
sugeriram que ela contribui para a continuidade do sono (145). Outro estudo indicou 
que animais que possuem um aumento da secreção do hormônio do crescimento 
apresentam um aumento do tempo do SOL (146), em contraponto, o tempo do SOL foi 
suprimido durante as fases clara e escura dos animais com diminuição da atividade 
do eixo somatotrópico (147). Alterações na arquitetura do sono também foram 
observadas em animais com mutações em diferentes tipos de canais iônicos. Os 
animais que possuem diminuição na expressão do gene Kcna2, que codifica os 
canais de potássio dependentes de voltagem Kv1.2, apresentam um aumento no 
número de episódios de vigília e uma diminuição no tempo do SOL, embora, o 
tempo do SP permaneça inalterado (148). No entanto, outro modelo animal que possui 
uma diminuição na expressão de outro subtipo de canal de potássio dependente de 
voltagem, o Kv3.2, não apresenta alteração no ciclo vigília-sono 
(149). Os canais de 
cálcio têm importante papel nas projeções do tálamo para o córtex. A diminuição da 
expressão das proteínas que codificam os canais de cálcio prolongou o tempo de 
vigília, diminuindo assim a eficiência de sono (150). Com base nas observações 
acima, pode-se concluir que a regulação do sono e da vigília é um comportamento 
complexo, sendo necessários estudos adicionais para um melhor entendimento da 
contribuição genética para o sono.    
 
7.5 Epilepsia e modelos animais: vantagens e limitações  
A utilização de animais geneticamente modificados possibilitou a 
introdução de uma nova metodologia de experimentação em animais. O uso, na 
D i s c u s s ã o  
84 
 
experimentação, de animais com alterações genéticas específicas, possibilitou um 
maior entendimento do papel funcional do gene a ser estudado ou do a ser 
descoberto. A determinação da linhagem animal para a geração de descendentes a 
serem utilizados na experimentação é de extrema importância, pois cada linhagem 
possui diferentes respostas comportamentais em relação à ansiedade, à depressão, 
à locomoção, além de outras alterações. A experimentação animal está, cada vez 
mais, direcionada para o estudo de animais isogênicos. Estes são originados a partir 
do cruzamento, de no mínimo 6 vezes, com animais de uma mesma linhagem (68). 
Quanto mais isogênico, menor é a variabilidade genética que o animal possui, e 
maior deve ser a precisão nos resultados durante os testes experimentais. No 
entanto, é necessário lembrar que a evolução se deu a partir da variabilidade 
genética, portanto, a análise da função de um determinado gene deve ser realizada 
pela introdução da mesma mutação em diferentes linhagens animais. A análise do 
fenótipo dos animais que possuem determinada mutação e que foram cruzados com 
dois diferentes tipos de linhagens pode levar à criação de fenótipos diferentes, 
gerando, por exemplo, fenótipos que aumentam a severidade das crises epilépticas, 
diminuem o crescimento do animal e aumentam sua taxa de mortalidade em uma 
linhagem animal quando comparada com a outra (comunicação pessoal – dados não 
publicados).  
O estudo de animais geneticamente modificados é complexo, quanto 
maior o número de testes a que os animais são submetidos, maior é a informação 
de que os genes possuem expressão específica nas células, nos tecidos, nos 
neurônios, nos circuitos e nas diferentes regiões cerebrais, formando sistemas 
complexos. No primeiro trabalho apresentado, notou-se que a linhagem da qual os 
animais eram cruzados tinha um efeito significativo sobre a duração e a frequência 
dos CEO. Os animais com alterações no gene Scn8a, descendentes do cruzamento 
com a linhagem C3HeB/FeJ, apresentaram uma maior incidência do que os animais 
descendentes do cruzamento com a linhagem C57BL/6J (trabalho 1). Estudos 
adicionais podem tentar identificar quais são os genes modificadores expressos na 
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linhagem C57BL/6J que protegem os animais contra os disparos dos CEO, bem 
como quais são os genes modificadores que contribuem para o aumento das crises 
de ausência observadas na linhagem C3HeB/FeJ. No segundo trabalho, relatou-se 
que as proteínas Nav1.6 estão envolvidas na diminuição crônica do tempo do SP e 
na modulação do SOL nos descendentes do cruzamento com a linhagem C57BL/6J. 
Estudos adicionais podem identificar se as mesmas alterações do sono estão 
presentes, ou não, quando a mesma mutação for inserida em outra linhagem animal. 
Por meio desta caracterização, pode-se identificar a presença de outros genes que 
regulam o sono.  
Tal como todos os modelos animais, inúmeras desvantagens podem 
ser apresentadas quanto à utilização de animais geneticamente modificados. O 
custo da construção do animal é elevado e a obtenção do animal geneticamente 
modificado exige intenso trabalho. Quando modifica-se a expressão de um fator 
essencial para o desenvolvimento embrionário, esta alteração pode resultar em 
letalidade neonatal, dificultando a investigação desses fatores nas fases adultas. 
Como a geração dos descendentes com mutação expressa de forma homozigótica, 
heterozigótica ou sem mutação, é aleatória, inúmeros cruzamentos são necessários 
para a obtenção de um número mínimo de animais para o uso na experimentação. 
Algumas proteínas são amplamente expressas no SNC e no sistema nervoso 
periférico tornando difícil a apropriada análise do fenótipo do animal. Outra 
desvantagem é identificada pela dificuldade de distinguir se, por meio da ação 
indireta de outros órgãos, os efeitos da mutação nas células ou tecidos são 
consequências diretas da mutação ou se, são secundários. Por isso, é importante 
considerar que as mutações genéticas podem ter ações diretas ou indiretas nos 
fenótipos observados, uma vez que o controle espacial e temporal da deleção de 
determinado gene não é controlado nesses animais.  
A metodologia Cre-LoxP ou a de deleção condicional, que é um 
sistema emergente da transgenese animal, reduz as dificuldades de estudo 
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observadas nos animais que possuem alterações genéticas globais, controlando a 
alteração no gene de interesse de uma maneira tecido-específico ou temporal-
específico [para revisão: (151,152)]. Na metodologia da deleção condicional, o gene 
promotor direciona a expressão do Cre especificamente para o tecido de interesse. 
Verificou-se que os animais que possuem redução da expressão nas proteínas 
Nav1.6 têm uma latência aumentada a crises epilépticas induzidas por agentes 
químicos, diminuindo significativamente a alta taxa dos mortalidade dos animais que 
possuem redução na expressão das proteínas Nav1.1 
(82). Na tentativa de entender 
os mecanismos que geram as crises epilépticas, bem como os que alteram as 
latências para crises generalizadas, a detecção dos tipos neuronais responsáveis 
por esse efeito pode ser a investigada a partir da utilização da técnica da deleção 
condicional. Por exemplo, baseado na hipótese de que os animais que possuem 
redução na expressão das proteínas Nav1.6 têm uma reduzida excitabilidade nos 
interneurônios excitatórios, evidenciada pelo aumento da latência às crises 
generalizadas, induzidas por agentes químicos, a criação de animais que possuem 
deleção condicional apenas nos neurônios piramidais, pode se tornar uma 
importante ferramenta de estudo para o melhor entendimento das propriedades 
fisiológicas que influenciam a geração das crises epilépticas. Também, sabendo que 
os animais com disfunção no gene Scn8a possuem reduzido tempo do SP, a criação 
de animais que possuem uma redução na expressão das proteínas Nav1.6, somente 
em núcleos que promovem o SP, proporcionará um melhor entendimento do papel 
do gene Scn8a na geração do SP.  
Os modelos animais caracterizados neste estudo possuem epilepsias 
generalizadas. Um modelo animal com epilepsia do lobo temporal (ELT) em 
humanos é estudado a partir da administração sistêmica, em ratos, da pilocarpina, 
um agonista muscarinérgico. Após a administração deste agonista aos animais, 
observaram-se alterações comportamentais e eletrofisiológicas, tendo sido 
identificado três períodos distintos. Durante o período agudo, que dura 
aproximadamente 24 horas, o animal evolui para o status epilepticus. Em seguida 
D i s c u s s ã o  
87 
 
surge o período silencioso, que pode durar de 4 a 44 dias, no qual os animais 
normalizam o seu comportamento, retornando o registro ECoG às condições basais. 
Por último observa-se o período crônico, no qual há o aparecimento das crises 
epilépticas espontâneas e recorrentes. Estas crises ocorrem 2 a 3 vezes por 
semana, sendo similares às observadas nos humanos com epilepsia parcial (153,154). 
A ELT é a forma de epilepsia parcial mais comum encontrada em humanos, 
afetando cerca de 20% de todos os pacientes com epilepsia (155). A frequência e o 
padrão das crises epilépticas observados durante o período crônico variam, 
consideravelmente, entre os animais. Esta variabilidade caracteriza uma 
desvantagem do uso desse modelo animal de ELT, pois dificulta o estudo do 
comportamento animal, bem como o estudo das drogas anti-epilépticas (153,156-158).  
De modo geral, existem quatro diferentes tipos de CSDV codificados 
pelos genes SCN1A, SCN2A, SCN3A e SCN8A que estão principalmente expressos 
no SNC dos humanos. As mutações nos genes SCN1A, SCN2A e SCN3A estão 
associadas a diferentes tipos de síndrome epiléticas humanas, as quais debilitam 
crianças e são caracterizadas por crises epiléticas severas, retardo mental e 
ataxia (55,56,159). Os indivíduos com mutações no gene SCN8A, quando expressas em 
heterozigoze, apresentam variados tipos de fenótipos que incluem a ataxia, os 
déficits cognitivos e a instabilidade emocional (54,57,160).  
A falta de agentes farmacológicos, que podem bloquear seletivamente 
os diferentes subtipos dos CSDV, tem dificultado os esforços para identificar as 
propriedades biofísicas de cada tipo de CSDV expressos no SNC na sua influência 
da excitabilidade neuronal e a provável consequência clínica das mutações que 
afetam a sua função. Um melhor entendimento do que as disfunções nos CSDV 
causam nos organismos vivos, pode influenciar, futuramente, o modo como as 
intervenções clínicas são realizadas nos pacientes. Novas descobertas, clinicamente 
relevantes, estão começando a surgir a partir de estudos com modelos animais que 
possuem redução específica de um tipo de CSDV.  
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Os dados apresentados neste estudo sugerem que o gene Scn8a pode 
ser candidato à epilepsia de ausência nos humanos, que a apropriada função das 
proteínas Nav1.6 um possui papel importante no ciclo vigília-sono e que a regulação 
do sono pelos CSDV pode ser especificamente dirigida a um subtipo. Em conclusão, 
este estudo amplia o espectro dos fenótipos associados à mutações nos genes 
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Os resultados do presente estudo demonstraram que: 
1. Durante o registro ECoG basal, CEO, característicos das crises de 
ausência, cujas frequências e durações se alteravam de acordo com 
a linhagem animal em que os descendentes eram cruzados, foram 
observados nos animais heterozigotos Scn8amed-jo, Scn8amed e 
Scn8a8J. Estas observações tornam o gene Scn8a um candidato à 
epilepsia de ausência nos humanos. Além disso, durante o registro 
ECoG basal, os CEO foram observados de forma significativa 
durante o SP nos animais heterozigotos Scn8amed. 
2. Quanto à arquitetura do sono, durante o registro ECoG basal, um 
tempo maior do SOL e uma prolongada diminuição do SP foram 
observados nos animais heterozigotos Scn8amed-jo. Durante os testes 
comportamentais não se observou diferença em relação à 
locomoção, à ansiedade e à depressão, embora os animais 
Scn8amed-jo/+ tenham melhorado a sua memória espacial. 
Adicionalmente, observou-se níveis reduzidos de corticosterona 
plasmática. Estes resultados sugeriram que os CSDV, codificado 
pelo gene Scn8a, possui um papel importante no ciclo vigília-sono, 
tornando o gene Scn8a um candidato a causar distúrbios do sono 
nos humanos. 
3. O modelo animal da epilepsia humana GEFS+ apresentou uma 
arquitetura do sono similar aos animais controles durante o período 
basal e de rebote, sugerindo que a regulação do ciclo vigília-sono 
pelos CSDV pode ser especificamente dirigida a um subtipo. 
Os modelos animais testados, que têm disfunções nos CSDV Scn8a, 
estão associados à epilepsia de ausência, às alterações na arquitetura do sono, aos 
níveis plasmáticos de corticosterona e ao comportamento. De um modo geral, o 
estudo ampliou o espectro  dos fenótipos associados às mutações nos genes Scn8a 
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